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OZET

Sican Bobrek Perfiizyon Basincinin Kontroliinde G-Proteini ile Iliskili Estrojen
Reseptoriiniin (GPER) Rolii

G-proteini ile iliskili estrojen reseptorii (GPER) agonisti, G1’in insan ve
hayvan vaskiiler preparatlarinda vazoaktif oldugu tespit edilmistir. Fakat izole si¢an
bobrek perfiizyonunda G1’in etkisi heniiz arastirimamistir. Bundan dolayr biz
bobrek perfiizyon basinci iizerine disilik hormonu 17-estradioliin, selektif GPER1
agonisti G1’in, estrojen reseptor alfa (ERa) agonisti PPT’nin, estrojen reseptor beta
(ERP) agonisti DPN’nin, klasik estrojen reseptor blokorii ve GPER1 agonisti ICI
182780’nin etkisini bunun yaninda GPERI ile iliskili hiicre sinyal yolag: iizerinde
p42/44 mitojenle aktive olan protein kinaz (p42/44 MAPK), p-38 mitojenle aktive
olan protein kinaz (p-38 MAPK), tirozin kinaz, Rho-kinaz (ROCK), protein kinaz C
(PKC), fosfotidilinositol 3-kinaz (P13K), Jun-kinaz ve kalsiyum kanallarmn etkisini
arastirdik. Ayrica sican bobrek arter, medulla ve korteksinde GPER1
ekspresyonunu gosterdik.

izole perfiize sican bobreginde ana estrojenik hormon, 17 p-estradiol, GPER1
agonisti G1, klasik estrojen reseptorii blokorii ve GPER agonisti ICI 182780
perfiizyon basincin yiikseltirken, ERa agonisti PPT ve ERP agonisti DPN perfiizyon
basmcini etkilemedi. G1’in olusurdugu perfiizyon basinci artisim  Rho-kinaz
inhibitorii (Y-27632), p42/44 MAPK inhibitori (PD 98059), p38 MAPK inhibitorii
(SB 203580), protein kinaz C inhibitorii (GF 109203X), tirozin kinaz inhibitorii
(genistein) ve kalsiyum kanal blokérii (nifedipin) inhibe etti ancak jun-kinaz (SP
600125) ve PI3K inhibitori (LY 294002) G1’in olusturdugu perfiizyon artisimi
etkilemedi.

izole sican bobrek perfiizyonunda G-proteini ile iliskili estrojen reseptorii
(GPER1) vaskiiler cevaplar cesitli sinyal yolaklar: aracihgiyla diizenleyebilir.

Anahtar kelimeler; Bobrek Perfiizyonu, 178-Estradiol, G1, GPER1
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ABSTRACT

Role of G-protein coupled oestrogen receptor has modulated on the perfusion
pressure of the isolated rat kidney

G-protein coupled estrogen receptor 1 (GPER1) agonist, G1 has been found
vasoactive in a number of human and animal vascular preparations. However, its
functional role has not been investigated in the isolated perfused rat kidney. The
estrogenic hormone, 17g-estradiol, an ERa agonist, PPT, an ERp agonist DPN, a
GPERL1 agonist, G1 as well as the classical estrogen receptor blocker but also a
GPER agonist, ICI 182780 were evaluated on the perfusion pressure of the isolated
rat kidney. Furthermore, several pharmacological tools were also tested to gain an
insight into cellular signalling coupled with GPER, including Rho-kinase, tirosine
kinase, p42/44 MAPK, p38 MAPK, protein kinase C, JNK, PI3K and Ca*" channels.
Western blotting was also performed to demonstrate whether the rat kidney
expresses GPERLI.

17p-estradiol, G1 and ICI 182780 but not PPT and DPN increased renal
perfusion pressure. The GPER1 antagonist, G15 inhibited the effects of G1, 17p-
estradiol and ICI 182780. G1-induced vasoconstriction was significantly attenuated
by the inhibitor of Rho-kinase (Y-27632), inhibitor of p42/44 MAPK (PD 98059),
inhibitor of p38 MAPK (SB 203580), inhibitor of protein kinase C (GF 109203X),
inhibitor of tyrosine kinase (genistein) as well as Ca?* channel blocker (nifedipine)
but not inhibitor of PI3K (SP 600125) and inhibitor of JINK (LY 294002). Western
blotting indicated that the renal artery, medulla and cortex of the rat kidney
expressed GPER1 receptor.

G protein-coupled estrogen receptor 1 (GPERL1) could substantially modulate
vascular responses through a variety of signalling pathways in the isolated perfused
rat kidney.

Key Words: Perfused Kidney, 17p-Estradiol, G1, GPER1
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1.GIRIS

Erkeklerde hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gegirme riski, premenapozal
kadinlardan daha yiiksektir; bununla birlikte postmenapozal donemdeki bir kadin ayni
yastaki erkekle ayni derecede kardiyovaskiiler hastalik riski tasimaktadir (1,2). Koroner
arter hastaliklarinin, kadinlarda erkekler ile karsilagtirildiginda ortalama 10 yil sonra
gelistigi bildirilmistir. Bu gecikmenin nedeni menopoz oncesinde 6zellikle estrojen
olmak iizere kadin seks hormonlarinin koruyucu etkisine bagli olabilir (3). Menopozla
beraber kadinlarda kardiyovaskiiler hastaliklarda artma ve endotel fonksiyonlarinda
bozulma olmaktadir. Bu artmis risk estrojen tedavisi ile onlenebilir gibi goriinmektedir
(4). Hayvanlarda yapilan deneysel calismalar ve insanlardaki gozlemsel g¢alismalar,
menopoz sonrast hormon tedavisinin kardiyovaskiiler koruyucu etkisini kuvvetle
desteklemistir. Ancak estrojenlerin bu kardiyovaskiiler koruyucu etkilerinin yani sira
hormon replasman tedavi siiresince zararli kardiyovaskiiler etkilerinin de ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (5). Ornegin Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS)
caligmasinda ilk bir yil iginde hormon replasman tedavisi alan grupta kontrol grubuna
gore daha sik kardiyovaskiiler problemler gozlenmistir (6). Papworth HT Atherosclerosis
Study Enquiry (PHASE) caligmasinda 4. yilin sonunda estrojen tedavisi alan grupta

kardiyovaskiiler komplikasyonlar % 23 oraninda daha sik gériilmiistiir (7).

Estrojenlerin hiicre i¢i Ca®* diizeylerini, protein kinaz C ve Rho-kinaz sinyallerini
diizenlemek (8), endotelyal nikrik oksit iiretimini artirmak (9), damar diiz kas hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek (10), vaskiiler inflamasyonu azaltmak (11) ve kolesterol
diizeylerini modiile etmek (12,13) suretiyle kardiyovaskiiler sistemde koruyucu etki
yaptig1 bildirilmistir. Diger taraftan, testosteron ve estrojen artik bilinen erkeklik ve
kadinlik hormonu olarak degerlendirilmemektedir. Testosteronun iyi bilinen etkileri
disinda estrojenlerin de erkek iireme sisteminin gelismesinde ve fonksiyonlarinda
esansiyel oldugu bildirilmektedir (14). Ayrica, eksojen olarak erkeklere uygulanan

estrojenlerin kardiyovaskiiler sistem lizerine ne tiir etkiler yaptig1 ¢ok net degildir.

Yakin zamana kadar, estrojenlerin vaskiiler etkisine sadece klasik estrojen



reseptorlerinin (estrojen reseptor alfa ve beta) aracilik ettigi biliniyordu. Klasik estrojen
reseptorlerin aktivasyonu sonrasinda bu reseptorler ¢ekirdege gecerek, genomik veya
nongenomik yanitlar1 olustururlar (15). Ancak estrojen reseptor alfa (ERa) ve estrojen
reseptor beta (ERP) inhibisyonu veya bu reseptorlerin silinmesi (knock-out veya knock
down) kardiyovaskiiler sistemde estrojen cevaplarii ortadan kaldirmamistir (16).
Estrojen, bilinen reseptorleri disinda farklt bir reseptor araciligiyla kardiyovaskiiler
etkisini olusturabilir. Son birka¢ yil iginde yapilan calismalar G-proteini ile iligkili
estrojen reseptoriiniin (GPER) varligimi gostermistir ve estrojen bu reseptor aracilifiyla

hizli sinyal yanitlar1 veya transkripsiyon olaylari olusturur (17).

G protein iliskili estrojen reseptorii 1 (GPER1) ilk olarak 1996 yilinda klonlanmis
ve baslangicta GPR30 adi verilmistir (18). Haas ve arkadaslari, 2007 yilinda insan arter
ve ven diiz kaslarinda GPR30 ekspresyonunu gostermiglerdir (19). GPER1’in, plazma
zar1 ve endoplazmik retikulumda lokalize oldugu ve insan viicudunda beyin, karaciger,
kalp, akciger, pankreas, plasenta, kan damarlari, kemik, lenfoid doku, endometrium, over

ve meme kanseri dokularinda eksprese edildigi gosterilmistir (20-25).

GPER1’in roliinii agiklamak i¢in giintimiizde selektif farmakolojik agonist olarak
G1 siklikla kullanilmaktadir. G1’in mezenterik (26), karotid arter (27), koroner arter (28)
ve aortada (29), vazodilator etkisi gosterilmistir. Ancak izole sigan bdbrek
perfiizyonunda G1’in etkisi heniiz arastirilmamigtir. Bundan dolayr bdbrek perfiizyon
basinci iizerine disilik hormonu olan 17p-estradioliin, selektif GPER1 agonisti G1’in,
estrojen reseptor alfa agonisti PPT’nin, estrojen reseptor beta agonisti DPN’nin, klasik
estrojen reseptor blokorii ve ayni zamanda GPER1 agonisti ICl 182780’nin etkisini
arastirdik. Bunu takiben, GPERL1 ile indiiklenen hiicresel sinyalin detaylarini aragtirmak
icin p44/42 mitojenle aktive olan protein kinaz (p44/42 MAPK) inhibibitorii PD98059,
p-38 MAPK inhibitorii SB203580, tirozin kinaz inhibitorii genistein, Rho-kinaz (ROCK)
inhibitorii Y-27632, protein kinaz C (PKC) inhibitorii GF109203, fosfotidilinositol 3-
kinaz (PI3K) inhibitorii LY 294002, Jun-kinaz inhibit6rii SP 600125 ve kalsiyum kanal
blokorii nifedipinin G1 ile olusturulan vazoaktif cevaplar iizerine etkileri degerlendirildi.
Ayrica sigan bobrek renal arter, medulla ve korteksinin GPERL1 proteinini eksprese edip

etmedigi Western blot yontemiyle arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1 Bobrekler

2.1.1 Bobreklerin Embriyonik Gelisimi

Memeliler, embriyonik hayatta olusum sirasina gore pronefroz, mezonefroz ve
metanefroz olarak adlandirilan ii¢ bobrek taslagi gelisimi gosterirler. ilk iki bdbrek
taslagi intrauterin donemde kaybolur, {igiinciisii kalic1 bobrek haline gelir. Her li¢ bobrek
taslagi da intermediate mezodermden (nefrotom) gelisir. Intermediate mezoderm,
servikal bolgeden sakrale dogru organize olmus nefronlar olusturur. Servikal nefronlar
4. haftada olusur ve pronefroz adini alir. Memeli pronefrozu gecici ve fonksiyon
gdstermeyen bir bobrektir. Pronefroz 5. haftada tamamen geriler ve kaybolur. Ikinci
bobrek taslagi olan mezonefroz 9. ve 10. somit diizeyinde gelisir. Mezonefroz da
gecicidir ama kalic1 bobrek olusana kadar embriyonun bosaltict organi olarak ¢alisir. Bu
donemde epididim ve vas deferensin gelisimini saglayacak mezonefrik kanallar (wolf
kanal1) geligir. Bu kanallar 28. giinde kloakaya dogru ilerleyerek yapisirlar ve mesanenin
arka duvarmin pargasi haline gelirler. Ayn1 donemde mezonefrik vezikiiller ve tiibiiller
olusur. Vezikiiller uzar ve ‘S’ seklinde tiibiilleri olusturur. Tiibiiliin lateral ucu mezengial
kanal ile birlesip bir tomurcuk olusturur, medial u¢ kese seklini alip glomertil kapillerinin
etrafin1 saran bobrek cisimcigini olusturur. Glomeriil kapiller yumagi dorsal aortanin
dallarindan koken alir. Dordiincii aya kadar insan mezonefrozlari tamamen ortadan
kalkar. Mezonefrik kanalin distal ucunda olusan {ireter tomurcugu ile metanefrik
mezenkim blastemas1 arasindaki iliskiden metanefroz gelisir. Ureter tomurcugu
metanefrik mezenkimi deler ve ikiye ayrilarak boliintir. Metanefrik mezenkim, iireter
tomurcugunu dallanmasi agisindan, buna karsilik olarak da iireter tomurcugu metanefrik
mezenkimi yogunlasmasi ve epitelyal degisime ugramasi yoniinde etkiler. Ureter
tomurcugunun, metanefrik mezenkim igindeki u¢ kismina ampulla denir ve nefronlarin
gelisimini tetikleyici Ozelligi vardir. Nefron bu bolgedeki metanefrik mezenkimden

farklilagsan vezikiilden olusur. Bu vezikiil ‘S’ seklinde tiibililer yapiya doniisiir ve ileride



proksimal tiibiil, Henle kulbu, distal tiibiil ve Bowman kapsiiliine farklilasir. Ureter
tomurcugunun ilk birka¢ boliinmesi sonucunda renal pelvis, major ve mindr kaliksler, ug
kisimlarmin béliinmeye devam etmesi ile toplayici kanallari olusur ve 32. haftaya kadar
bu say1 3 milyona ¢ikar. Sonug olarak; glomeriil, proksimal tiibiil, Henle kivrimu, distal
tiibiiliin olusturdugu nefron metanefrik mezenkimden; toplayici kanallar, kaliksler, pelvis

ve treterin olusturdugu toplayici sistem iireter tomurcugundan gelisir (30-33).

2.1.2 Bobreklerin Anatomisi

Bobrekler kirmizimtirak-kahverengi renkte olup retroperitonda bulunur. Karin
arka duvarinin yukar1 kisimlarinda, onbirinci torakal vertebra ile tiglincii lumbal vertebra
arasinda, verteral kolonun iki yaninda yerlesmis olup, biiyiik 6l¢iide kostalar tarafindan
korunurlar. Sag bobrek, sola gore karacigerin sag lobunun biiyiikk olmasindan dolay1
biraz daha asagida bulunmaktadir. Her iki bobregin medial konkav kenarinda vertikal bir
yarik bulunur. Bu yarig1 bobrek dokusunun kalin dudaklari ¢evreler ve buraya bobregin
hilusu denilir. Hilustan 6nden arkaya dogru sirasiyla renal ven, renal arterin iki dali,
tireter ve renal arterin tigiincli dali geger. Ayrica lenf damarlar1 ve sempatik sinir lifleri de

buradan geger (34).

2.1.2.1 Bébregi Saran Ortiiler

Fibroz kapsiil: Bobregi cepecevre saran, bobregin ilizerindeki ilk ortiidiir. Bu
kapsiil hilusa geldigi zaman hem bobrek sapindaki damarlarin adventisya tabakasi ile
devam eder, hem de hilustan iceri sokularak sinus renalisin i¢ yiiziinii Orter ve sinus
renalise sikica tutunur. Fibroz kapsiil bobrekten kolayca soyulabilir. Genisleme kabiliyeti
yoktur.

Adipoz kapsiil: Fibroz kapsiiliin lizerindeki yag dokusu tabakasidir. Bobregin
arka ylizlinde daha kalindir. Hilustan igeri girerek sinus renalisteki olusumlarin arasini

doldurur.



Renal fasya: Adipoz kapsiiliin iizerinde bag dokusundan olusan, bobrekiistii

bezlerini de saran tabakadir. Lateralde transvers fasya ile devamlilik gosterir.

Korpus Adiposum Pararenale: Renal fasyanin dis tarafinda yer alir bol miktarda
yag dokusundan olusur. Bu ortiiler bobregi korur ve karin arka duvarinda bobreklerin

uygun bir pozisyonda durmalarini saglar (34,35).

2.1.2.2 Bobregin Yapisi

Bobregin distaki koyu kahverengi kismina korteks renalis, igteki acik kahverengi
kismina ise mediilla renalis adi verilir. Mediilla renalis yaklasik bir diizine kadar renal
piramit igerir. Renal piramitlerin her birinin ‘basis pyramidis’ adi verilen pargasi
kortekse dogru yerlesir. Renal piramitlerin apeks kismi renal papilla adini alir ve
medialde bulunur. Renal siniis, hilusun igerisinde yer alan bosluga verilen addir ve
ireterin genislemis olan iist ucu ve renal pelvis burada bulunur. Renal pelvis, iki ya da ii¢
major kalikse ayrilir. Bunlarin her biri iki veya lic minor kalikse ayrilir. Her minér

kaliks, renal piramidin u¢ kistmlarindaki renal papilla ile iliski halindedir (34,35).

2.1.2.2.1 Bobregin Arterleri

Arteria renalis, pars abdominalis aortadan 2. lumbal vertebra diizeyinde ayrilir.
Arteria renalislerin her biri, genelde 5 adet a. segmentalise ayrilir. Arteria
segmentalislerin 4 tanesi renal pelvisin Oniinde ve bir tanesi de bunun arkasinda olmak
tizere hilumdan bobrege girer. Arteria segmentalisten, renal piramitlerin her birine bir
tane gitmek tizere a. Lobarisler ayrilir. Bobrek dokusuna girmeden once, a. lobaris iki
veya U¢ a. interlobaris dalina ayrilir. Arteria interlobarisler, renal piramitlerin her iki
yaninda seyrederek korteks renalise dogru gider. Korteks renalis ile medulla renalisin
birlesme yerlerinde, a. interlobarisler a. arcuata dallarin1 verir ve a. arcuatalar ‘basis
pyramidis’te bir arkus olusturur. A. arcuatadan a. interlobularisler ayrilir. A.

interlobularisin dallari ise afferent glomeriiler arteriyolleri olusturur (34,35).



2.1.2.2.2 Bobregin Venleri

Bobregin venlerinin baslangici bobrek kapsiiliiniin altinda bulunan 5-6 Kkollu
yildiz seklinde ve ‘venulae stellatae’ adi verilen kii¢lik venlerden baslar. Bu venler
birleserek vena interlobularisleri meydana getirir. Vena interlobarisler korteks renalisten
gecerek mediilla renaliste ilerleyen venulae rectae mediillarisler ile birleserek v.
renalisleri meydana getirir. Vena renalis, arteria renalisin oniinde seyrederek hilumda
bobrekten ¢ikar. Vena renalisler, v. kava inferiora direne olur. Sag vena renalis
soldakinden daha kisadir. Sol v. renalis, abdominal aortun Oniinden gecerek V. cava
inferiora dokiiliir. Vena testikularis sinistra sol v. renalise dokiilir. A. mezenterika

superior ise sol v. renalisin 6niinden gegerek onu ¢aprazlar (34,35).
2.1.2.2.3 Bobregin Lenfatik Drenaji

Lenf damarlan a. renalisi takip eder ve a. renalisin baslangici etrafindaki lenf
nodlaria agilir. Bobregin ylizeysel lenf damarlari, adipos kapsiile ait lenf damarlar ile
de birleserek komsu lenf gangliyonlarina dokiiliir (34,35).
2.1.2.2.4 Bobregin Sinirleri

Colyak pleksusdan, lumbal sempatik trunkustan ve sakral parasempatik
merkezden gelen lifler birleserek renal pleksususu meydana getirirler. Bu pleksusa ait
olan renal gangliyon, a. renalisin abdominal aortadan ¢iktig1 yerin hemen {istiinde
bulunur. Renal pleksusdan c¢ikan sinir dallar1 a. renalisi takip ederek bdobregin
parankiminin i¢ine girer ve nefronlara kadar uzanir (34,35).

2.1.3 Bobreklerin Histolojisi

Bobrek dista korteks ve icte mediilla olmak iizere iki boliime ayrilir. insanda



renal mediilla 10-18 adet konik veya piramidal sekilli yapidan olusur. Bunlar mediiller
piramitler adin1 alir. Her bir mediiller piramidin tabanindan kortekse uzanan birbirine
paralel tiibiil demetleri, mediiller 1sinlar ¢ikar. Her mediiller 151n bobregin fonksiyon
goren birimleri olan birkag¢ nefron grubunun diiz kisimlari ile birlikte bir ya da daha ¢ok
sayida toplayici kanaldan olusur. Her mediiller piramidin ¢evresini saran kortikal doku
renal lob adii alir ve her mediiller 151n konik sekilli renal lobiiliin merkezini olusturur.
Kortikal doku ayn1 zamanda Bertin siitunlar1 olarak bilinen yapilar1 olusturacak sekilde

mediiller piramitlerin arasinda da bulunmaktadir (36,37).

2.1.3.1 Nefronlar

Her bir bobrek 1-4 milyon nefron igerir. Her nefron; renal cisimcik, proksimal
kivrimli tiibiil, Henle kivriminin ince ve kalin uzantilar1 ve distal kivrimli tiibiilden
olusur. Embriyonel kokeni nefrondan farkli olan toplayici tiibiiller ve kanallar
nefronlarda iiretilen idrar toplayarak bobrek pelvisine iletirler. Her renal cisimcigin capi
yaklasik 200 um'dir ve kapiller bir yumak olan glomeriilden olugsmustur. Bu yumak
Bowman kapsiilii olarak adlandirilan 1ki tabakali epitelyal bir kapsiille sarilmis
durumdadir. Kapsiiliin i¢ tabakasi olan viseral tabaka glomertiliin kapillerini orter. Dig
tabaka renal cisimcigin en digtaki sinirmi olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal
tabakas1 adin1 alir. Bowman kapsiiliiniin iki tabakasi arasinda, kapiller duvarindan ve
viseral tabakadan siiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu bulunur. Her renal cisimcikte,
afferent arteriyollerin ve efferent arteriyollerin ¢iktigi damar kutbu, proksimal kivrimh
tiibiillerin bagladig1 noktada ise bir idrar kutbu bulunur. Afferent arteriyol renal cisimcige
girdikten sonra genellikle her biri kapillere doniisen iki ile bes adet primer dala ayrilir.
Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi ince bir retikiiler lif tabakasi ve bazal lamina ile
desteklenen tek katli yass1 epitelden olusur. Idrar kutbundaki epitel, proksimal tiibiil i¢in
karakteristik olan tek kathi prizmatik epitele degisir. Viseral tabakadaki hiicrelerin
govdelerinden birkag primer uzanti sekillenir ve bu hiicrelere podosit denir. Her bir
primer uzanti pedisel denen ¢ok sayida sekonder uzanti olusturur. Podositlerin
sitoplazmas1 ¢ok sayida serbest ribozom, az sayida kaba endoplazma retikulumu

sisternasi, seyrek mitokondriler belirgin bir golgi kompleksi igerir. Podositlerin



sitoplazmalarinda bunlarin kasilabilmesini saglayan aktin mikroflament demetleri vardir.
Glomertil kapillerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarm dis yiizeyini 6rten podositler
arasinda kalin bir bazal membran bulunur. Bu tabakanin kapillerdeki kanla idrar
boslugunu birbirinden ayiran bir filtrasyon engeli olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu bazal
membran kapillerin ve podositin olusturdugu bazal laminalarin kaynagmasindan
meydana gelmistir. Elektron mikroskop yardimiyla ortada elektron yogun bir tabaka
(lamina densa) ve her iki yanda daha fazla elektron gegirgen bir tabaka (lamina rara) fark
etmek miimkiindiir. Lamina raralar bunlar hiicrelere baglamaya yarayabilecek olan
fibronektin igerir. Lamina densa ise negatif yiiklii bir proteoglikan olan heparan siilfat
iceren bir matriks iginde tip 4 kollajen ve lamininin olusturdugu ag seklinde bir yapidir.
Yani glomeriil bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is gordigi,
lamina raradaki anyonik boélgelerin ise elektriksel bir engel olusturdugu segici bir
makromolekiiler filtredir. Molekiil agirligi albuminin molekiil agirligindan daha fazla
olan negatif yiiklii proteinler membrandan eser miktarda ge¢mektedir. Glomeriil
kapillerinin endotel hiicreleri ince bir sitoplazmaya sahiptir. Organellerin ¢ogu, ¢ekirdek
cevresindedir. Glomeriiliin pencereli kapillerinin, pencereleri daha biiyiiktiir ve kapiller
aralig1 birbirine tutturan bir diyafram yoktur. Glomertil kapillerinde, endotel hiicreleri ve
podositlerin yani sira kapiller duvarina tutunan mezengiyal hiicreler yer alir. Bu hiicreler
kendilerini saran ve kapiller duvarina destek olan amorf matriksi sentezler. Bu hiicrelerin
ayn1 zamanda makrofaj gibi davranarak siizme islemi sirasinda bazal laminaya biriken

partikiillii maddeleri temizledigi diigiinilmektedir (37,38).

2.1.3.1.1 Proksimal Kivrimh Tiibiiller

Renal cisimcigin idrar kutbunda, Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginin tek
katl1 yass1 epiteli proksimal kivrimli tiibiillerde prizmatik epitelyum seklinde devam
eder. Proksimal kivrimli tiibiiller tek katl kiibik ya da prizmatik epitelle ortiiliidiir. Hiicre
apeksinde firgamsi kenari olusturan 1pm uzunlugunda ¢ok sayida mikrovillus bulunur.
Bu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda, mikrovilluslarin tabani arasinda ¢ok sayida
kanalikiil bulunur; bu kanalikiiller proksimal tiibiil hiicrelerinin makromolekiilleri emme

yetenegini saglar. Apikal membranin ige dogru yaptigi girintiler pinositik vezikiilleri



olusturur. Bu vezikiiller icerisinde glomeriil siizgecinden gegen makromolekiiller
bulunur. Bu vezikiiller lizozom ile kaynasir ve olusan monomerler dolasima geri doner.
Bu hiicrelerin bazal bdéliimlerinde yogun membran katlanmalari ve komsu hiicreler
arasinda lateral kenetlenmeler bulunmaktadir. Sodyum iyonlarmin aktif olarak hiicre
disina atilmasindan sorumlu olan Na® / K* ATPaz (sodyum pompasi) bu bazolateral
membranlarda bulunur. Mitokondriler hiicrenin tabaninda yogunlagmistir ve hiicrelerin
uzun eksenine paralel dizilim gostermektedir. Bu sekilde dizilim, aktif iyon taginmasinda

rol iistlenen hiicrelere 6zgiidiir (38).

2.1.3.1.2 Henle Kivrinm

Henle kivrimi, proksimal kivriml tiibiillere yapica ¢ok benzeyen bir kalin inen
kol; bir ince inen kol; bir ¢ikan ince kol ve yapica distal kivriml tiibiillerle ayn1 olan bir
cikan kalin koldan olusan U-seklinde yapidir. Biitlin nefronlarin yaklasik yedide biri
kortikomediiller sinirin yakininda bulunur, bu yiizden jukstamediiller nefronlar adini
alirlar. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar adi verilir. Biitiin nefronlar siizme, emilim
ve salgilama islemlerinde rol alirlar. Ancak jukstamediiller nefronlarin mediiller
interstisyumdaki hipertonik gradyani saglama konusunda 6zel bir Onemi vardir.

Jukstamediiller nefronlarin Henle kivrimi ¢ok uzundur (37).

2.1.3.1.3 Distal Tiibiil

Henle kivrimi ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik yapisint korur ancak
biikliimleserek nefronun son kismi olan distal kivrimli tiibtilleri olusturur. Bu tiibiil tek
katli kiibik epitelle doselidir. Histolojik kesitlerde her ikisi de kortekste bulunan
proksimal ve distal tiibiiller arasindaki ayrim belli 6zelliklere bakilarak yapilabilir.
Proksimal tiibiillerdeki hiicreler distal tiiblilde bulunan hiicrelerden daha biiyiiktiir ve
fircamsi1 kenarlar1 vardir. Distal tiibiillerin liimenleri daha genistir. Proksimal tiibiillere
0zgii olan apikal kanalikiil ve vezikiiller, distal tiibiil hiicrelerinde goriilmez. Distal

kivrimli tlibiil hiicrelerinin bazal membranlardaki yogun invajinasyonlar ve bunlarla



iligkili mitokondriler, bu hiicrelerin iyon taginmasinda rol oynadiklarin1 gostermektedir.
Distal kivriml tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait renal
cisimcigin damar kutbuna degerler. Bu degme noktasinda afferent arteriyol ve distal
tiibiil modifiye olur. Distal kivrimli tiibiil hiicreleri bu jukstaglomeriiler bolgede
prizmatik hale doniisiirken ¢ekirdekleride bir araya toplanir. Mikroskopik preparatlarda
niikleuslarin yakin yerlesimi yiiziinden daha koyu renkli goriinen bu distal tiibiil
segmenti makula densa olarak adlandirilir. Deneysel bulgular, makula densa hiicrelerinin
tibliler sividaki kloriir iyon igerigine duyarli oldugunu ve glomeriildeki afferent
arteriyolde kasilmaya yol acan molekiiler sinyaller olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bu

mekanizma ile makiila densa glomeriiler filtrasyon hizin1 diizenleyebilir (37).

2.1.3.1.4 Toplayic1 Tiibiiller ve Kanallar

Distal kivriml tiibiillerden gecen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyiik, diiz
toplayic1 kanallar1 olusturan toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar Bellini papiller
kanallar1 adimi alir ve piramitlerin uglarina dogru giderek genisler. Kiigiik toplayici
tiibiiller kiibik epitelle doselidir ve ¢apr ortalama 40 um’dir Bu tiibiiller mediillanin
derinliklerine dogru indikg¢e hiicrelerin boyu uzar ve prizmatik olur. Piramidin ucuna
yakin boliimlerde toplayict kanalin ¢apr 200 um’e ulasir. Hiicrelerin bazal membrani
hemen hemen hi¢ invajinasyon gostermez. Kortekste bulunan toplayict kanallar, her
mediiller 1s1ma bosalan birkag kiiciik toplayict tiiblil araciligi ile birbirine baglanir.
Mediillada gerceklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en Onemli rolii toplayici

kanallar yapar (37).

2.3.1.5 Jukstaglomeriiler Aparat

Renal cisimcigin hemen bitisiginde afferent arteriyoliin tunika medyasinda

modifiye diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelere jukstaglomeriiler hiicreler

denilmektedir. Jukstaglomeriiler hiicrelerin salgis1 kan basincinin saglanmasinda rol

oynamaktadir. Distal kivrimhi tiibiillerde bulunan makula densa, jukstaglomeriiler
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hiicrelerin yer aldig1 afferent arteriyol kismma ¢ok yakindir; arteriyoliin bu bdliimd,
makula densa ile birlikte jukstaglomeriiler aparati olusturur. Elektron mikroskopla
incelenen jukstaglomeriiler hiicreler, basta bol miktarda endoplazmik retikulumu, iyi
gelismis golgi kompleksi ve caplar1 yaklasik 10-40 nm olan salg1 graniilleri olmak iizere
protein salgilayan hiicrelere ozgii Ozellikler sergilerler. Jukstaglomeriiler hiicreler,
anjiotensinojen denen plazma proteini anjiotensin-1 olarak adlandirilan inaktif

dekapeptide doniistiirecek olan renin hormonunu {iretirler (37).

2.1.4 Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerde plazma benzeri bir sivi glomeriiler kapiller yataktan bobrek tiibiilleri
icine filtre edilir (glomertiler filtrasyon). Bu glomeriiler filtrat tiibiiller boyunca hareket
ederken hacmi ve bilesimi, tiibiiler geri emilim (tiibliler sividan su ve soliitlerin
uzaklastirilmasi) ve tiibiiler sekresyon (tiibiiler siv1 i¢ine soliit alinmasi) nedeni ile idrar1
olusturmak iizere degisiklige ugrar ve renal pelvise ulasir. Idrar bilesimi degistirilebilir
ve bir¢ok hemostatik diizenleme mekanizmalar ile idrar igerisindeki su ve soliitlerin
miktar1 ayarlanarak ekstraselliiller sivi bilesimindeki degisiklikler Onlenebilir veya
azaltilabilir. Renal pelvisten mesaneye ulasan idrar, iseme ile disariya atilir. Kininleri
yapan, renin, eritropoetin salgilayan ve 1,25 dihidroksikolekalsiferol olusturan bobrekler

ayn1 zamanda bir endokrin organdir (39,40).

2.1.4.1 Bobrek-Viicut Sivis1 Basing Kontrol Mekanizmasi

Bobrekler, arteryel basincin uzun siireli diizenlenmesinde diiirezi ve natriiirezi
mekanizmalariyla sodyum ve su dengesini saglama yetenegiyle kritik role sahiptir.
Bobrekler, viicut sivi hacmini degistirerek arteryel basinci diizenler, bu diizenleme
basing natriiirezi denilen basincin sodyum atilimi iizerindeki etkisiyle gergeklestirilir.
Sodyum atiliminin renal perfiizyon basinciyla dogru orantili oldugu, kan basinci ve
perfiizyon basinci artiginin atilan sodyum miktarinda artiglara sebep oldugu gosterilmistir

(41). Artan arteryel basinca bagl olarak tuz atiliminin artmasini saglayan bu kontrol
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sistemini etkileyen bir¢gok faktor olmasina ragmen en Onemlisi anjiyotensindir.
Anjiyotensin 1l veya renal sempatik sinir sistemi aktivitesi arttiginda, basing-sodyum
atilimi egrisinin saga kaydigi gosterilmistir (41). Renal adrenerjik aktivitedeki kronik
degisiklikler basing natrilirezini etkileyerek arteryel basingta kalici degisimlere neden
olur. Arteryel basing ve viicut sivi hacminin diizenlenmesinde renal sinirlerin kritik rol

oynadig1 diisiiniilmektedir (42).

2.1.4.1.2 Sistemik Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi

Renin anjiotensin sistemi (RAS), kardiyovaskiiler homeostazda, sivi elektrolit
dengesinde ve sempatik sinir sistemi aktivasyonunda rolii olan bir sistemdir. RAS’in
biyolojik etkinliginden birinci derecede sorumlu olan hormon olduk¢a aktif bir

oktapeptid olan Anjiyotensin II’dir.

Plazma renin seviyesi, viicudun tiim renin anjiyotensin sistemi aktivitesini
belirleyen temel etkendir. Bobrekler dolagimdaki reninin major kaynagidir. Afferent
arteriyol basincinin azalmasi, makula densadaki azalmis sodyum miktar1 ve sempatik
noronlarin aktivasyonuyla renin salintmi uyarilmaktadir. Dolagimdaki RAS aktivitesi,
baslica, kan basinci, su ve tuz alimina bagli olarak diizenlenmektedir. Dolasimda olusan
Anjiyotensin Il biitiin viicuda taginmakta ve fizyolojik cevaplarin olusumunu
tetiklemektedir (43).

Bobreklerden renin salinimmin diizenlemesi karmagik bir olaydir. Bobrekte
bolgesel renin salinimimin farkliligi, tubuloglomeruler geri bildirim mekanizmasimin
duyarliligin1 belirlemeye yardimci olur ve sonucta renal kan akiminin otoregiilasyonu
igin ayar noktasi olusturur (43). Renin salinimini diizenleyen kontrol mekanizmalarindan
biri, bobreklerdeki baroreseptor mekanizmasi olup arteryel basing jukstaglomeriiler
hiicre diizeyinde azaldig1 zaman renin salinimi uyarilirken, basing arttig1 zaman ise renin
salinim baskilanmaktadir. Ikinci bir mekanizma ise makula densa olup, renin
saliniminin hiz1 bu bolgedeki sodyum ve klor tasima hizi ile ters orantilidir. Tagima hiz1

sadece makula densadaki hiicresel mekanizmalara degil ayn1 zamanda buraya ulasan
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elektrolit derisimine de baghdir. Makula densaya ulasan sodyum ve klor miktarinin
azalmasi renin salinimini artirir. Prostaglandinler, 6zellikle prostasiklin, jukstaglomeriiler
hiicrelere dogrudan etkiyle renin salimimini uyarir. Anjiyotensin Il ise jukstaglomeriiler
hiicrelere direkt etkiyle renin salimmimi baskilamaktadir. Anti-Diiiretik Hormon

(ADH)’1n renin salinimini inhibe ettigi bilinmektedir.

Sempatik etkinligin artis1, dolasimdaki katekolamin seviyesini ve postgangliyonik
renal sempatik sinirlerden noradrenalin seviyesini artirma yoluyla renin salmimini
uyarmaktadir. Renal sinir terminallerinden salinan noradrenalinin, jukstaglomeriiler
hiicrelerdeki  adrenerjik P; reseptorlerini uyararak renin sekresyonuna yol agtig1
belirtilmektedir (44,45). Bu sekresyonun siklik adenozinmonofosfat araciligiyla
gergeklestigi bildirilmektedir (44).

Sistemik dolasimi ilgilendiren bir¢cok hastaligin renin seviyesini etkiledigi
bilinmektedir. Hipotansiyon, kanama, dehidratasyon gibi durumlarda renin salinim artar.
Kalp yetmezligi, Siroz, renal arter veya aort darliginin da renin salinimini artirdigi

bilinmektedir (46,47).

Anjiotensin donistiirii enzim (ADE) inhibitorleri, Anjiotensin I’in Anjiyotensin
II’e doniisimiinii  engelleyerek Anjiyotensin 1l miktarin1 azaltmak yoluyla renin
salinimini baskilarken Anjiyotensin I1’in reseptoriine baglanmasini engelleyen reseptor

blokorleri de renin salinimini azaltmaktadir.

Anjiyotensin II’nin dolagim sistemi ve bobrek islevleri tizerinde gosterdigi etkiler

Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1 Anjiyotensin Il’nin olusum asamalar1 ve dolasim ile bobrek islevleri tizerindeki etkileri (48).

Anjiyotensin 1lI’nin bdbrek ig¢i etkileri renal damarlarda vazokonstriksiyon,
tiibiiler sodyum reabsorbsiyonu, tubuloglomeriiler geri bildirimin ve basing natriiirezinin
diizenlenmesidir. Anjiyotensin IlI’nin sodyum geri emilimi tizerindeki etkisi, renal
damarlar ve tiibiillerdeki sinerjistik etkisiyle gii¢clendirilir. Anjiyotensin Il, afferent ve
efferent arteriyolleri kasip mezengiyal hiicrelerin konstriksiyonunu saglayarak renal kan
akimini, glomeriiler filtrasyon hizini ve filtre edilen sodyum yiikiinii azaltmaktadir. Buna
ek olarak Anjiyotensin Il, henle kulpunda pasif sodyum geri emilimini artirmakta ve
renal meduller kan akimini azaltmaktadir. Anjiyotensin 1l, proksimal tiibiilde Na* / H*

degistiricisini, bazolateral membran Na*/ HCO™ birlikte tastyicisin1 ve Na*/ K* ATP’az
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aktivitesini direkt olarak artirici etkilere sahiptir. Distal nefronda Na*/ H* degistiricisinin
aktivitesini ve epitelyal sodyum kanal aktivitesini diizenler. Anjiyotensin IlI’nin bu renal
vaskiiler ve tiibiiler aktivitelerinin net etkisi, sodyum atilimini azaltmaktir. Sonug olarak

Anjiyotensin 11, direkt etkiyle bobreklerden su ve tuz geri emilimine yol agar.

Anjiyotensin 1l hem afferent hem de efferent arteriyollerin kasilabilirligini
artirmasina ragmen efferent arteriyol iizerindeki kasici etkisi daha fazladir. Arteriyollerin
kasilmasiyla sonugta glomeriillerden tiibiillere daha az miktarda sivi filtre edilir.
Peritiibiiler kapillerde kan akimini yavaslatarak tiibiillerden hizli ozmotik sivi geri

emilimine neden olarak idrar miktarini azaltir (46).

Anjiyotensin 11, bobrekiistii bezlerinden aldosteron salgilanmasina neden olarak
da bobrek tiibiillerinden su ve tuz tutulumuna neden olur. Arteryel basingta ani bir
degisiklik sonrasi birkag saat igerisinde aldosteronun dolasimdaki seviyeleri degismekte

ve basing kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (42).

Anjiyotensin I, AT; reseptoriinii uyararak sistemik kan basinci ve periferik
vaskiiler tonusta artigla vazokonstriksiyona neden olur. Anjiyotensin II’nin
vazokonstriksiyon yapici etkisi arteriyollerde venlerdekinden daha fazla miktarda
goriliir. Arteriyollerin kasilmasi periferik direnci arttirarak arteryel basinct artirir,
venlerde meydana gelen orta dereceli kasilma ise kalbe vendz doniisii artirarak kalbin

yiikselen basinca karg1 pompalama giiciinii arttirir (42).

Yukaridaki etkiler yaninda, Anjiyotensin Il AT; reseptoriiniin uyarilmasindan
sonra olusan siiperoksit, nitrik oksit (NO) olusumunu inaktive ederek arterlerin
dilatasyon kapasitesini azaltmaktadir. Endotelyal hiicrelerde Anjiyotensin 1l AT;
reseptoriiniin  uyarilmasiyla reaktif oksijen tiirleri, izoprostanlar, endotelin gibi
maddelerin {iretimiyle de Anjiyotensin II’nin vazokonstriktif etkisi potansiyelize
edilmektedir. Renin anjiyotensin sisteminin aktivasyonuyla kiigiik arterlerde media
tabakas1 genisliginin liimen c¢apina oranmin artmakta oldugu ve bunun kan basinci

tizerine olan etkisinden bagimsiz olarak gelistigi bildirilmektedir (49).
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Anjiyotensin 1l, kardiyomiyositlerde tipl reseptorleri izerinden pozitif inotropik
ve kronotropik etkiye sahiptir. Miyosit ve fibroblastlarda, fibroblast biiyiime faktori,
transforme edici biliyiime faktorii beta ve tromboblast kaynakli biiylime faktorii
araciliiyla, biiyiime ve proliferasyon yaptigi bildirilmektedir (50). Anjiyotensin I1’nin
uzun siireli trofik etkisinin kardiyak hipertrofiye ve yeniden sekillendirmeye neden
oldugu, bunun da hipertansiyon patofizyolojisinde rol oynadigi bildirilmektedir (48).
Anjiyotensin 1I’nin uzun siireli etkilerinin deney hayvanlarinda kalp ve bobreklerde

hasara neden olacak 6l¢iide olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Anjiyotensin II’nin kalp tizerindeki hipertrofik etkileri sodyum alim miktarina
bagli olarak degisebilmektedir. Kardiyak hipertrofi {izerindeki etki acisindan,
Anjiyotensin Il ile sodyum arasindaki etkilesim acik degildir. Anjiyotensin Il infiizyonu,
kan basmcindan bagimsiz olarak kardiyak hipertrofiye neden oldugu gibi yiiksek tuz
aliminin da kardiyak hipertrofiye yol actigi bildirilmektedir. Anjiyotensin Il sodyum
birikimine neden oldugundan Anjiyotensin II’nin etkisi anlagilabilir; fakat renin ve
Anjiyotensin Il seviyelerini azaltan yiiksek tuz aliminin, kan basincinin iizerindeki
etkiden bagimsiz olarak kardiyak hipertrofiye ve damar sertligine neden oldugu
yazilmaktadir. Ayrica, diisiik sodyum alimiyla Anjiyotensin Il seviyeleri yiikselmekte
fakat kardiyak hipertrofik etki gerilemektedir (51).

Sonug¢ olarak renin anjiyotensin sistemi, sodyum atilimi ve arteryel basincinin
uzun ve kisa siireli diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu rol, Anjiyotensin
I’nin vaskiiler diiz kas, kalp kasi, adrenal korteks ve renal tiibiillerdeki etkileriyle
saglanmaktadir. Anjiyotensin II’nin santral etkiyle sempatik bosalimi arttirdigi da
bilinmektedir. Hipovolemik ve hipotansif durumlarda, endojen Anjiyotensin Il sempatik
sinir sistemini uyarmaktadir. Arteryel barorefleksler ve kardiyak reflekslerin aktive
olmalar1 durumunda, Anjiyotensin [I’nin sempatoeksitator etkilerinin ters yonde

degisebildigi bildirilmektedir (42).
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2.1.4.1.2.1 Bobrekteki Renin Anjiyotensin Sistemi

Bobreklerde anjiyotensin - proksimal tiibiillerde tanimlanmustir. Proksimal
tiibtillerin firgamsi kenarinda bulunan ytiksek konsantrasyondaki ADE ile Anjiotensin |

hizla Anjiyotensin II’e doniistiiriillmektedir (52).

Bobrekte mezengiyal hiicrelerde oldugu gibi afferent ve efferent arteriyollerin
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de Anjiyotensin Il AT; reseptoér proteini oldugu
bildirilmektedir. Anjiyotensin Il AT; reseptorleri fircamsi kenar ve bazolateral membran
boyunca bulunmaktadir. Medullanin interstisyel hiicreleri ve podositlerinin yiiksek
oranda tip 1 reseptor yogunluguna sahip oldugu saptanmistir. Ayni zamanda bdbrek
medullasinin kortekse gore daha yiiksek Anjiyotensin Il reseptér yogunluguna sahip
oldugu bildirilmektedir. Renal kortekste, Anjiyotensin I, hiicreler i¢inde oldugu gibi,
tiibiillerin yaninda interstisyel sivida da bulunmaktadir. interstisyel stvidaki Anjiyotensin
Il konsantrasyonu plazmadakine oranla daha fazladir. ilging olarak, normotansif
sicanlarda ve Anjiyotensin |l inflizyonu yapilan hipertansif sigcanlarda mediiller
Anjiyotensin Il seviyesi kortekse gore daha fazladir. Medulladaki yiiksek Anjiyotensin 11
seviyeleri ve yiiksek Anjiyotensin Il reseptdr yogunlugu, Anjiyotensin [I’nin
medulladaki hemodinamik ve tiibiiler fonksiyondaki 6nemli roliinii desteklemektedir
(53). Anjiyotensin II’nin bilinen proksimal tiibiiler etkilerinin ¢oguna Anjiyotensin Il
tipl (AT, ) reseptorii aracilik yapar. Anjiyotensin Il AT reseptorii fosfolipaz C, mitojen
aktive protein kinaz ve tirozin kinazi igeren sinyal yolunu aktive eden G-protein
diizenleyici mekanizmaya esleniktir.  Anjiyotensin  1I’'nin AT; reseptorlerinin
aktivasyonunun, fosfoinositid hidrolizine, intraseliiler kalsiyumun mobilizasyonuna ve

adenilat siklazin inhibisyonuna yol ag¢tig1 bildirilmektedir (54).

2.1.4.2 Sinirsel Diizenleyici Mekanizmalar

Son yillarda barorefleks mekanizmanin arteryel kan basincinin uzun siireli

diizenlenmesinde rol oynadigina iliskin kanitlar bildirilmektedir.
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Thrasher yapmis oldugu caligmalarda, karotid siniisteki baroreseptorlerin
duyarliliklarim1  hizli  bir sekilde degistirebilmelerine ragmen miyelinli olmayan
baroreseptor liflerinin daha yavas adapte oldugunu ve bu nedenle kan basincinin uzun

stireli kontroliinde rol alabilecegini savunmaktadir (39).

2.1.4.3 Glomeriiler Filtrasyon

Insanlarda kreatinin klirensi glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) tayini igin
kullanilmaktadir. Ortalama boyuttaki bir insandaki GFH yaklagik 125 ml/dak’dir.
Kapiller yatagin biyiikligii, kapiller gegirgenlik, kapiller duvarin iki yanindaki
hidrostatik ve ozmotik basing gibi etkenlerden etkilenir. Kapiller yatagin gecirgenligi
mezengial hiicrelerin kasilabilme 6zelligi ile diizenlenmektedir. Anjiotensin I,
vazopressin, noradrenalin, trombosit aktive edici faktor, trombosit kokenli biiyiime
faktorii, tromboksan A,, prostaglandin F,, I6kotrien C ve D, histamin mezengial
hiicrelerde kasilmaya neden olur, atrial natriiiretik peptit, dopamin, prostaglandin E2,

siklik AMP ise genislemeye neden olur (39,40).
2.1.4.4 Tiibiiler Fonksiyonlar

Baz1 peptit hormon ve kiigiik proteinler proksimal tiibiilden endositoz ile geri
emilirler. Diger maddeler tiibiillerde pasif, kolaylastirilmis difiizyon, elektriksel veya
kimyasal gradyent yoniinde veya aktif olarak bu gradyentlere ragmen emilir veya
salgilanirlar. Taginma; iyon kanallari, degistiriciler, beraber tasiyicilar ve pompalar
araciligi ile olur (55).

2.1.4.4.1 Na* Geri Emilimi

Viicut elektrolit ve su metabolizmasinda Na* ve CI" geri emilimi major role

sahiptir. Ayrica Na" transportu, hidrojen, diger elektrolitler, glikoz, aminoasitler, organik
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asitler, fosfatlar ve baska maddelerin tiibiil duvarindaki hareketlerine eslik eder.
Nefronlarin  distal kisimlarinda  &zellikle toplayict  kanallarda Na®  emilimi
mineralokortikoidler, diger hormonlar ve viicudun tiim homeostatik gereksinimlerini
karsilayacak sekilde Na® itrahmi ayarlayan ilave faktorler tarafindan diizenlenir.
Proksimal tiibiilde, Henle kivriminin ¢ikan kalin kolunda, distal tiibiil ve toplayict
kanallarda Na® tiibiiler liimenden, tiibiiler epitel hiicresi igine konsantrasyon ve
elektriksel gradyent nedeniyle kotransport veya degis tokus ile hareket eder ve bu
hiicrelerden intersitisyel mesafeye aktif olarak pompalanir. Proksimal tiibiilden emilen
stvi hafifce hipertoniktir ve tiibiilden emilen Na™un emiliminin yaratti§1 osmotik

gradyent yoniinde pasif olarak suyun hareketi emilimini saglar (55,56).

2.1.4.4.2 Glikoz ve Aminoasitlerin Geri Emilimi

Proksimal tiibiiliin ilk parcas1 boyunca glikoz, aminoasitler ve bikarbonat Na" ile
birlikte emilir. Glikoz idrardan sekonder aktif transport ile geri kazanilan maddelerin
tipik 6rnegidir. Esas olarak filtre edilen glikozun hepsi geri emilir ve 24 saatlik idrarda
birka¢ miligramdan fazla glikoz saptanmaz. Glikoz ve Na® liiminal membranda ortak bir
tastyiciyla ve Na' elektriksel ve kimyasal gradyent yoniinde hiicreye girerken glikozda
hiicre digina tagmir. Aktif transport icin gereken enerji, Na™’u hiicre disina pompalayan
Na’- * ATP az tarafindan saglanir. Diger maddelerin bazilar1 da agi8a ¢ikan bu enerjiden
faydalanarak sekonder aktif transport ile taginirlar. Bu maddelere bazi aminoasitler,
laktat, sitrat, fosfat, H" ve CI" dahildir. Glikoz emilimi gibi aminoasitlerin geri emilimide
proksimal tiibiiliin ilk kisimlarinda en fazladir. Aminoasitler pasif ve kolaylastirilmis

diflizyon ile hiicreyi terkederek intersitisyel siviya gegerler (56).

2.1.4.4.3 Suyun Atilmasi
Su atilimmin diizenlenmesinde en 6nemli rolii vazopressinin toplayic tiibiillere

etkisi oynar. Bircok madde aktif olarak proksimal tiibiilden alinmasina karsin

mikroponksiyonla alman sivinin incelemesinde; sivi proksimal tiibiiliin sonuna kadar
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izoosmotik kalmaktadir. Bunun nedeni soliitlerin aktif transportu sonucu ortaya ¢ikan
osmotik gradyent yonilinde suyun pasif olarak tiibiilii terk etmesi ile isotonisitenin
korunmasidir. Proksimal tiiblil hiicrelerinin apikal membranlarindaki su kanallarinin
mevcudiyeti ile suyun hareketi kolaylastirilir. Proksimal tiibiilii gecen igerik Henle
kivrimima ulasir. Henlenin inen kolu suya kars1 gecirgendir fakat ¢ikan kolda suya karsi
gecirgenlik yoktur. Boylece su hipertonik intersitisyuma gecerken Henlenin inen
kolundaki sivi hipertonik hale gelir. Cikan kolda ise Na* ve CI” un tiibiil liimeni disina
cikmasi nedeniyle sivi daha fazla diliie olur ve tepeye ulastigi zaman plazmaya nazaran
daha hipotoniktir. Suya nispeten gegirimsizdir, soliitli suya nazaran daha fazla gecirmeye
devam ederek tiibiiler siviyr daha da seyreltir. Filtre edilen suyun takriben % 5’1 bu
segmentten geri emilir. Toplayici kanallar filtrati korteksten bobrek pelvisine tasiyan
kortikal ve mediiller olmak {izere iki kisima sahiptir. Hipofizin arka lobundan salgilanan
bu antidiliretik hormon toplayict kanallardaki ana hiicrelerin membranlarina su
kanallarinin yerlesmesini hizla arttirarak suya karst gegirgenligi arttirir.  Yeterli
vazopressin mevcudiyetinde kortikal toplayici kanala giren hipotonik sividan su kortikal
intersitisyuma ¢ikar ve tiibiiler s1v1 izotonik hale gelir. Bu filtre edilen suyun % 10 kadar1
geri aliir. Insanda idrar osmalalitesi, plazma osmalalitesinin hemen hemen 5 kati olan
1400 mosm/I’ e yiikseltilebilir ve siiziilen suyun % 99,7’si emilerek sadece % 0,3’liik
kismu idrarla atilir (56,57).

2.1.4.4.4 Urenin atilinm

Ure mediiller piramitlerde osmotik gradyentin tesekkiiliine ve toplayici kanallarda
konsantre idrar olusumuna katkida bulunur. Ure pasif olarak proksimal tiibiil digina
cikar, toplayict kanallarin i¢ kismi diginda kalan tiibiiler epitel hiicreleri lireye gegirgen
degildir. Boylece tire, Henle kulbu ve distal tiibiilde ilerlerken suyun emilmesi sonucu
yogunlastirtlir. Ure i¢ mediilladaki toplayici kanallara ulastign zaman hiicreler arasi
mesafeye gegerek piramitler bolgesinde intersitisyel hiperosmalariteye katkida bulunur.
Toplayict kanalin bu bélgesindeki iire hareketi vazopressin ile kolaylastirilir. Idrardaki
tire miktarn siiziilmiis olan iire miktarina gore degisiklik gosterir. Dolayisiyla proteinden

zengin diyet bobregin idrar1 yogunlastirma yetenegini arttirir (39).
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2.3 Estrojen

Dogal estrojenlerin baslicalari estradiol, estron ve estrioldur (Sekil 2.2). Kadinlarda
estrojenik etkiden asil sorumlu ana estrojen hormon estradiol (17 estradiol)’diir. 18
karbonlu bir steroiddir ve A halkas1 aromatik (fenolik) niteliktedir; 3 numarali karbonda

bir -OH grubu ve 17 numarali karbonda bir 3-OH grubu igerir.

Estriol Estradiol Estron

Sekil 2.2 Estriol, estradiol ve estronun yapisi (58).

Estrojenler diger steroid hormonlara oranla ¢ok daha etkin bilesiklerdir, ufak
miktarlarda da etki olusturabilirler. Bir giinde sentez edilen ve salgilanan estriol miktar1
0,5 mg’dan azdir, diger steroid hormonlarin giinliik salgilanan miktarlar1 ise ¢ok daha
yiiksektir. Soyle ki estradioliin giinliik salgilanan miktari, salgilanma hizinin en yiiksek
oldugu siklus ortas1 donemde gilinde 25-100 pg ve luteal donemdeki maksimum degeri
giinde 10-80 pg’dir. Salgilanmanin siklik 6zellik gdstermesi nedeniyle, plazmadaki
estradiol konsantrasyonu da buna uygun olarak degisir. Menstriiel siklusun ilk giinlerinde
plazma estradiol diizeyi 6 ng/dl kadardir. Oviilasyondan 6nceki yiikkselme sirasinda bu
deger 33-70 ng / dI’ye ulasir. Estron salgilanmasi genel olarak estradiolunkine yakin bir
hizda olur. Erkeklerde estrojen diizeyi, kadinlarda yiikselmeler disinda kalan

zamanlardaki taban diizeye yaklasik olarak esittir (52).

2.3.1 Estrojenlerin Sentezi

21



Disi cinste estrojenlerin biiyiik kismi, 6zel durumlar hari¢ overlerde graaf
folikiilinde sentez edilirler, sentez yeri graaf folikiiliin granuloza hiicreleridir.
Overlerdeki sentezde estrojenlerin prekiirsorleri, teka hiicrelerinde yapilip granuloza
hiicrelerine sunulan androjenik maddelerdir. S6yle ki, androstenedion overlerde estrona
ve kismen de testosterona donustiiriiliir. Testosteron ise dimetilasyon ve aromatizasyon

sonucu estradiol’a ¢evrilir.

Estrojen sentezi;

1) Plasentanin sinsityotrofoblast hiicreleri gebelik sirasinda yiiksek miktarda
estrojen ve progesteron sentez eder. Bu hiicreler aromataz enziminden zengindir. Ancak
plasenta sentezin On basamaklarini olusturmak i¢in gerekli enzim sistemine sahip
degildir. Bu nedenle estrojen sentezi icin gereken estrojen prekiirsorlerinin ¢ogunu
fetusun adrenal korteksinden saglar. Annenin idrarla ¢ikardigi giinliik estriol miktarinin
izlenmesi, gebeligin sonuna dogru fetusun saglik durumunu izlemekte kullanilan bir
yaklagimdir. Plasentada progesteron, annenin kan dolasimi iginde gelen prekiirsor
pregnenolondan sentez edilir. Progesteron gebeligin siirdiiriilmesi i¢in gerekli bir

hormondur.

2) Adrenal korteksinde dehidroepiandrosteronun dehidrojenasyonu sonucu olusan
androstenedion kismen estrona ve o da estradiola doniistiiriiliir. Postmenapozal
donemdeki kadinlarda veya overektomi yapilmis olanlarda varolan estrojenin az bir
kismi adrenal kortekste sentez edilen estrojenlerdir. Biiylik kismi ise adrenallerden

salgilanan androstenedionun over dis1 yapilarda doniisiimiinden olusan estrojenlerdir.

3) Testislerde, leydig hiicreleri, testosteron yaninda, testosterondan ve

androstenediondan az miktarda olusan estrojenleri de salgilarlar.

4) Basta yag dokusu olmak iizere ¢esitli dokular (karaciger, bobrek, akcigerler,
cilt, beyin, ¢izgili kaslar vb) kadmlarda biiylik kismi adrenal korteksinden kan
dolagimina dokiilen androstenedion ve testosterondan estron ve estradiol sentez ederler

(59).
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Premenapozal donemde viicutta olusan estronun yaklasik % 25’1 over dist
kaynaktan, % 75’1 ise overlerden gelir. Postmenapozal kadinlarda ise estrojenin ana

kaynagi adrenal korteksinden salgilanan androstenediondan olusan estrondur.

Androstenediondan estron ve testosterondan estrodiol olusumu aromataz enzimi
tarafindan katalize edilir ve steroid i¢indeki A halkasi aromatik (ii¢ ¢ift bagli) duruma
getirilir. Aromataz enzimi, over ve plasenta disinda, implante olmamis blastokistte,
kadinlarda yag dokusunun stroma hiicrelerinde, erkeklerde leydig ve sertoli hiicrelerinde
ve hem erkeklerde hem de kadinlarda karaciger, cilt, ¢izgili kaslar ve beynin cesitli
bolgelerinde bulunur (Sekil 2.3).

Dehidroepiandrosteron———>> 16a-hidroksi DHEA—> 16a-hidroksi androstenedion
(DHEA)
l 17-OH-SDH | Aromataz
Andmste-nedion Aromataz > Estron 17-OH-SDH > Estriol
(AS<dion) 16-hidroksilaz
17-OH-SDH 17-0H-SDH
Aromataz
Testosteron > Estradiol

Sekil 2.3 Estrojen Sentezi (59)

2.3.2 Dagilim ve Metabolizma

Estrojen, plazmada albiimine ve seks hormonu baglayan globulin (SHBG) adi
verilen bir beta-globuline biiyiik 6l¢iide baglanirlar. Estadioliin yaklasik %70’den fazlasi
bagli durumdadir. SHBG karacigerde yapilir ve sentezi estrojenler tarafindan artirilir,

artma sentez yapan enzimlerin indiiksiyonu sonucu meydana gelir. SHBG erkeklerde
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testosteronu da baglar ve testosterona karsi afinitesi estradiole gore daha fazladir. Bu
nedenle SHBG e testosteron baglayan globulin (TBG) ad1 da verilir. Estrojenler SHBG’e
yiiksek oranda baglanirken albumine gevsek bir sekilde baglanirlar. Ancak albumin

SHBG’e gore daha yiiksek kapasiteli bir baglanma yeridir (59).

Estradiol ve estron karaciger hiicrelerinde iki yonlii bir reaksiyonla birbirlerine
dontstiiriiliirler.  Estradiol’un  estrona  doniisiimiinii  katalizleyen enzim 17f-
hidroksisteroid dehidrojenaz enzimidir. Estron ve estradioliin karaciger ve diger bazi
dokularda olusan ilk ve en O6nemli metaboliti estrioldiir, bu doniisiimiin enzimi 16a-
hidroksilaz enzimi ile 16a-hidroksi estron iizerinden olur. Estradiol ve estronun estriol’e
doniisiimii bunlarin estrojenik etkinligini 6nemli Ol¢lide azaltir. Estriol’un parsiyel
agonist etkisi vardir. Giiglii estrojenik etkinlik gosteren estradiol ile birlikte verildiginde,
estrojene duyarlit bazi yapilarda ki estrojen reseptorleri estriol tarafindan bloke
edildiginden estrioliin etkinligi azalir. O halde estriol anti-estrojenik etkinlik de

gosterebilir. Vajina ve servikste estriol, estradioliin etkisini 6nlemez.

Estradiol, estron ve bunlardan olusan estriol, karacigerde siilfirik asid ve
glukronik asid ile konjiige edilerek inaktif duruma getirilirler. Bu konjugatlarin bir kismi
safra i¢inde itrah edilir, fakat safra iginde ince barsaga gelen konjugatlar enterohepatik
siklusa girerler (59).

2.3.3 Estrojen Reseptorleri

Estrojen reseptorleri niikleer reseptor siiperfamilyasinin iiyesidir. 17p-estradiol
estrojen alfa / beta (ERo/B)’ya baglanan asil liganddir. 17p-estradiol gonadlar ve adrenal
korteks yoluyla kan dolagimina sekrete edilir. Estrojen reseptorleri yoluyla, cesitli
dokularin diferansiyasyon ve proliferasyonu, iireme fonksiyonlar1 seksiiel davranislar ve

gelisiminde belirgin rol oynar (60).

Estrojen reseptorlerinin (ER) karakteri 1960’larda ortaya konmustur. Bundan

sonra insan ER ¢cDNA basarili bir sekilde klonlanmistir (61). Klasik estrojen reseptorii
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olarak ERa tanimlanmis iken, 1990’larda sigan prostatinda ikinci olarak ER reseptorii
bulunmustur (62). Estrojen reseptorleri ligand ile indiiklenen transkripsiyon faktorleri
olarak kabul edilmektedir. Lipofilik estrojen hiicre membranini serbest olarak geger ve
estrojen reseptorlerine baglanir. Reseptorlerde konformasyonal degisiklige yol agar,
estrojen-ER komplekslerinin niikleer translokasyon ve homo/heterodimerizasyonuna izin
verir. Bunlar hedef genlerin promotdr bdlgesi ilizerindeki estrojen yanit elementine
baglanirlar (ERE) (61). Estrojen yanit elementinin promotor bolgesinde SP1 veya
aktivator protein 1 (AP1) ile protein-protein etkilesimi yoluyla direkt veya indirekt
baglanirlar. Boylece transkripsiyon mekanizmasi ile etkilesimi yoluyla gen ekspresyonu
diizenlenir, mRNA seviyelerinde artis veya azalma ve iliskili protein {iretimi ve

fizyolojik yanitlarla sonuglanir (63).

ERa, 6 nolu kromozomun uzun kolunda ki bir genden 8 ekzon igeren 6.8
kilobazlik mRNA’dan donistiiriiliir. Yaklasik 66.000 molekiiler agirligina sahip ve 595
aminoasidlidir. Alfa reseptoriin yar1 omrii yaklasik 4-7 saattir. Estrojen reseptor-alfa hizl
donilisiimii olan bir proteindir. Daha yakin zamanda kesfedilen estrojen reseptor-beta
kromozom 14, q22-q24’de lokalize bir gen tarafindan kodlanir (64). Estrojen reseptorleri
degisik dokularda farkliliklar gosterir. Ornegin; ERB beynin belirli bdlgelerinde ve
kardiyovaskiiler sistemde hakim olan estrojen reseptoriidiir. Spesifik estrojenlere farkl
ve selektif cevaplar verir. Over folikiiliindeki granuloza hiicrelerindeki estrojen
reseptorleri sadece ERB mRNA’s1 igerir. insan akcigeri her iki reseptorii de icerir. Alfa
ya da beta estrojen reseptdriine baglanan ayni estrojen zit etkilere neden olabilir.
Ornegin; estradiol ERa ile gen transkripsiyonunu stimiile ederken ayni sistemde ER ile

gen transkripsiyonunu inhibe eder (64).

Steroid hormonlarin genomik etkileri bir saat veya daha uzun siiren kismen yavas
olusan bir cevapla karakterizedir. Fakat bazi steroid hormon etkileri birka¢ dakika gibi
kisa siirede meydana gelir ve bu hizli cevabin olusmasinda nongenomik mekanizmalar
etkili olmaktadir. Bu hizli cevaplar ayn1 zamanda gen transkripsiyon ve protein sentez
inhibitorlerinden etkilenmezler. Hizli cevaplar biitiin steroid hormonlar i¢in bildirilmistir,
membrandan sodyum ve kalsiyum transportunu igermektedir. Pek c¢ok steroid hormon

icin spesifik hiicre membran reseptorleri tanimlanmistir (64).

25



2.3.3.1 G Protein Kenetli Reseptorler (GPCR)

G proteini ile iligkili reseptor 30 G proteini ile iliskili estrojen reseptor 1
(GPER1) olarak isimlendirilmistir. Yedi transmembranel domainli G proteini ile iliskili
reseptore (GPCR) 17p-estradiol’iin yiiksek afinite ile baglandigi ve estrojenik sinyallere
aracilik ettigi bulunmustur (65). GPER1 reseptoriiniin patofizyolojik roliinii anlamak i¢in
calismalarda GPERI1 geni ‘‘knock-out’> fareler kullanilmaktadir (66,67). GPER1
reseptoriine ERa ve ERB’dan ¢ok daha yiiksek affinite ve selektivite ile baglanan G1
maddesi bulunmustur (68). G1 farmakolojik ajan olarak GPERI1 reseptoriiniin roliinii
arastirmak ic¢in siklikla kullanilirken GPER1 antagonisti G15 daha kisith sayida
calismada kullanilmistir (69) ve selektif etkiye sahiptir (Sekil 2.4).

GPER1, G ile baglanarak siklik adenozin monofosfat (SAMP) stimiilasyonuna,
pertusis toksin (PTX) duyarli G; ile baglanarak sSAMP iiretimin azalmasina neden olur
(70). GPER1 ekspresyonu olmayan MB-231 meme kanser hiicrelerinde GPER1 gen
transfeksiyonundan sonra 17B-estradiol stimiilasyonu sonrast cAMP iiretimine ve PTX
duyarli ekstraseliiler diizenleyici protein kinaz 1/2 (ERK1/2) aktivasyonuna neden
oldugu gosterildi (70). Estrojenin arttirdig1 vaskiiler diiz kas hiicre apoptosisi GPER1
aracili ve protein kinaz A (PKA), fosfoinositid 3- kinaz (P13K) aktivasyonuna baglidir
(72).

Insan, sigan, fare kalp ve kan damarlarinda GPER1 mRNA ile birlikte protein
ekspresyonu gosterilmistir (72,73). Insan ve kemirgen miyokardiumunda (73) ve
kardiyomiyosit hiicrelerinde GPER1 mRNA ile birlikte protein ekspresyonu
gosterilmistir (74). Erkek hayvanlarda GPER1 yoklugu sol ventrikiil genislemesine ve
diyastol sonu basing artisina neden olurken disi hayvanlarda bdyle bir etki
gbzlenmemistir (75). Kardiyomyosit hiicrelerinde miyokard infarktiisii sonras1 GPER
MRNA ve protein ekspresyonu artisina neden olmustur (74). Disi ve erkek
kemirgenlerde miyokard infarktiisii sonras1 G1 uygulamasmin reperfiizyonla olusan
yaralanmay1 ve anormal kontraktil fonksiyonlar azalttigi gézlemlenmistir (76). Iskemik
kosullarda G1 miyokardial proinflamatuar sitokinlerin  (IL-1B, IL-6, TNF)

ekspresyonlarmin azalmasina (77), eNOS fosforilasyonunun artigina (78) ve
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mitokondrial membran permabilitesinin azalmasina neden olur (79).

Insan endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde GPER aktivasyonu hiicre
proliferasyonun inhibisyonuna neden olur (71,80). insan, domuz ve kemirgen
arterlerinde G-1, genistein ve ICI 182780 vazodilatasyona neden olurken olusan
vazodilatasyonu GPER1 antagonisti G15 ortadan kaldirmistir (81). GPER agonisti G1
normotansif (29) ve hipertansif si¢anlarda kan basincimi diisiiriir. Kardiyomiyopatili
hipertansif siganlarda G1 uygulamasi diastolik disfonksiyonu diizeltirken, kardiyak
hipertrofiyi azaltmistir (82). Bu yararl etkiler G1’in vazodilator etkisiyle iliskili olabilir.
G-1’in vazodilator etkisi nitrik oksit bagimli ve bagimsiz olarak meydana gelebilir ve
GPER aktivasyonu eNOS fosforilasyonuna araciligiyla insan, domuz ve kemirgen

arterinde gevseme yanitt meydana getirebilir (26,27,81).

Bobrek tubiil ve epitelyum hiicrelerinde yiiksek miktarda GPER eksprese edilir
(83,84). Insanda G1 uygulamas: vaskiiler disfonksiyon ve bobrek yaralanmalarina karsi
koruyucu etkiler olusturabilir (26). Hipertansif sicanlarda GPER aktivasyonu proteiniiriyi

azaltmis ve kreatin klirensini artirmistir (85).

- G15

Sekil 2.4 GPERL selektif agonisti G1 ve GPER1 selektif antagonisti G15 kimyasal yapisi (69).
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2.3.4 Estrojenin Etkileri

2.3.4.1 Estrojenin Seks Karakteristikleri ve Genital Kanal Uzerine Etkileri

Estrojen kadinlarda memelerin biiylimesi, kalca yag toplanmasi ve kadinsal
davraniglarin ve libido artisini saglar (59). Estrojen pubertede uterusun biiyiimesini,
menstriiel siklusun ilk yarisinda endometriyum hiicrelerinde proliferasyonu ve uterus
kontraktilitesini artirir, vajinada epitelin kalinlasmasin1 ve keratinizasyonunu saglarlar,

hiicrelerin glikojen igerigini ve vajina ortamini asitlestirir, vaskiilaritesini arttirir (59).

2.3.4.2 Estrojenin Kemik ve Metabolizma Uzerine Etkileri

Estrojenler, kemik matriksinin normal sekilde siirdiiriilebilmesi ve matrikste Ca?*
¢okmesi icin gereklidirler ve kemikte Ca®* rezorbsiyonunu inhibe ederler. Estrojenler
HDL ve VLDL sentezini artirirken LDL sentezini inhibe eder, total kolesterol diizeyini
disiiriir, safranin kolesterol igerigini, protein sentezini, koagiilasyon faktorlerinin
sentezini artirir (II, VII, IX, X). Ayrica su ve tuz emilimini artirirlar. Estrojenler

antitrombin III sentezini azaltirlar (59).

2.3.4.3 Estrojenin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Kardiyovaskiiler sistem estrojen i¢in onemli bir hedeftir. Koroner arterlerdeki
estrojene bagli vazodilatasyonun kismen nongenomik kalsiyum akis mekanizmasina
bagl oldugu distiniilmektedir (64). Kalp hastaliklar1 riski erkeklerde yasla birlikte
artarken, premenapozal kadinlarda bu risk diisiiktiir. Menapozla birlikte hizli bir artig
gosterir (86). Postmenapozal donemde estrojen replasmani alan kadinda kardiyovaskiiler
mortalite almayan kadinlara gore %30-50 daha diisiiktiir. Estrojenin kardiyovaskiiler
koruyucu etkilerinin, lipid profilindeki antiaterojenik etkisine ve arter duvart ve

endoteldeki direkt etkisine bagli oldugunu gostermistir (Sekil 2.5). Estrojen replasman
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tedavisi diisiik dansiteli lipoprotein (DDL) diizeyini azaltirken, yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDL) diizeyini artirir. Ayrica arter duvarinda kolesterol depolanmasini ve

aterosklerotik plak olugsmasini 6nledigi gosterilmistir (87,88)

Endoteliyal hiicre Diiz kas hiicresi

HIZLI ETKILER UZUN DONEM ETKILER
(NON-GENOMIK L (SENOMIK)
"Dilatasvon . Vaskiiler hasar
“INO T Endotel hiicre biiyiunesi

. Diiz kas hiicre bityiunesi

Sekil 2.5 Estrojenin endotel hiicresi iizerinde genomik ve non-genomik etkileri (87).

Nitrik oksidin (NO), ateroskleroz gelisimini damarlarda gevsemeye neden olarak
ve endotelde monosit adezyonuna engel olarak oOnledigi bildirilmektedir. Yapilan
caligmalar sonucunda estrojenin vaskiiler tonus iizerine olan etkisini endotelde NOS-3
aktivitesini kontrol ederek gosterdigi One siirlilmektedir. 17B-estradioliin  NOS-3
aktivitesini reseptdre bagli olmayan bir mekanizma ile inhibe ettigi diisiiniilmektedir.
Ayni zamanda 17p-estradiol, NOS-3 iizerinde Ca?* / kalmodulin sistemini etkileyerek de
etki gosterebilir (88). Uzun siire estrojene maruz kalmanin neointimal ve vaskiiler diiz
kaslardaki proliferasyonu azalttigi, hem invivo hemde in vitro olarak arterleri tekrar
remodelize ettigi gosterilmistir. Arterlerin uzun siire estrojenlere maruz kalmasinin kasict

ajanlara kars1 olusan cevabi azaltirken, gevsetici ajanlara karst olusan cevabi artirdigi
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bildirmektedir. Estrojenin bu etkisi, bazal veya agonistle stimiile edilen endotelden
salgilanan gevsetici faktorler (NO gibi), prostasiklin ve heniiz tanimlanmamis gevsetici
mediyatorlerle iligkisi olabilir. Estrojen endotelyal fonksiyonlara etkilerinin yani sira,
vaskiiler diiz kaslarda intraselliiler sinyal yolaklarmi degistirebilir ve bdylece kasici
ajanlara kars1 olusan vaskiiler cevap verilebilirligi azaltir. Estrojenin vaskiiler duvardaki
uzun siireli etkilerinin endotel ve diiz kaslardaki estrojen reseptorlerinin aktivasyonuna
ve sonu¢ olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesine bagli oldugu disiiniilmektedir.
Estrojene uzun siire maruziyet vaskiiler endotelde endotelyal NO sentaz gen
ekspresyonunu upregiile eder ve vaskiiler diiz kasta fosfoinositid turnoverini ve inozitol
trifosfat olusumunu azaltir. Bu da noérotransmitter ve humoral faktorlere karst uzun stire

estrojenle indiiklenen vaskiiler duyarliliktan sorumludur.

Estrojen vaskiiler tonusta direkt ve akut etkiler sahiptir. Estrojenin arterleri hem
endotele bagimli ve hem de endotelden bagimsiz mekanizmalarla gevsettigi
bildirilmistir. Endotelden bagimsiz estrojenle indiiklenen gevseme genellikle Ca?*
kanallarmm blokajina, Ca®* influksunun inhibisyonuna ve dokudaki SAMP, sGMP
diizeylerindeki degisime baghdir, oysa estrojenle indiiklenen endotele bagimli
gevsemenin vaskiiler endotelden NO olusumunun stimiilasyonuyla iliskili oldugu

diistiniilmektedir (89).

2.3.44 Estrojenin Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Estrojen, beynin ¢esitli bolgelerindeki néron membranlarinda bulunan estrojen
reseptorlerini [ERa (ER1) ve ERB (ER2)] dogrudan etkileyerek beyin islevleri {izerinde
etkili olmaktadir. Estrojenin néroprotektif ve norotrofik etkileri vardir. Estrojenin
noronlar1 oksidatif strese, iskemiye, hipoglisemiye ve Alzheimer hastalig1 patogenezinde
rolii olan amiloid proteine karsi koruyucu etkisi vardir. Sinir bilylime faktorleri
olusumunu uyarir ve bu nedenle, ndron gelisimini ve yasamini arttirir, hasarli néronlari
onarir ve dendrit dallanmasini arttirir. Estrojen, sinapslarda serotonin, dopamin ve
noradrenalin yogunlugunu, salinmalarini, gerialimlarin1 ve enzimatik inaktivasyonlarini

etkiler ve reseptdr sayilarini arttirir. Estrojen, kan damarlar1 endotelyumundaki
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reseptorlerine baglanarak nitrik oksit salinmasini uyarir ve vazodilatasyona neden olarak
serebral perfiizyonu arttirir. Ayrica, estrojen antienflamatuvar etkiyle kan damarlarin
sitokinlerin ve serbest radikallerin zararindan koruyarak ve plak olusumunu engelleyerek
serebral kan akimmi gii¢lendirir (90). Seks steroidleri beyin hiicreleri iizerine giiglii
anestezik ve anksiyolitik etkilidir (91). Bu etki GABA-A reseptorlerin  direkt
nongenomik diizenlenmesi {izerine biiyiik 6lgiide bagimlidir (92). Hipofiz hiicrelerinde
GABA-A reseptorleri progesteron tarafindan da kullanilir (93). Seks steroidleri beyinde
protein kinaz kaskadini diizenler. Noroblastoma hiicrelerinde 17p-estradiol, MAPK ’lar
aktive eder. Bu etki klasik niikleer nekanizmalarin etkisinden bagimsizdir, fakat ICI

182780 veya tamoksifen tarafindan bloke edilmez (94).

2.3.4.5 Estrojenin Bilissel islev Uzerine Etkileri

Saglikli yash kadinlarda da, beyin voliimii perimenopozal dénemde estrojen
seviyelerinin diismesiyle birlikte azalmaya baslar. Atrofi, 6zellikle bellek ve bilissel
islevle iliskili beyin bolgeleri olan hipokampus ve parietal lobda goriiliir. Erkeklerde
beyin voliimiindeki benzer bir kayip belirli bir dekada kadar (60’1 yaslar) baslamaz.
Bunun nedeni erkek seks hormonlari olusumunun yasla birlikte daha tedrici olarak
azalmasidir. Testosteronun estrojene aromatizasyonundan dolayi, 60 yasin {izerindeki
erkekler ayni yastaki kadinlara gore, yaklagik 3 kat daha fazla dolasan estradiole sahiptir
(95).

Kadimlardaki bu serebral degisimler, perimenopozal donemde sozel bellek
sorunlarma neden olur. Bilissel islev kaybi, endojen estrojen yetersizligi ile iliskili
olabilir. Bir osteoporoz calismasinda, diisiik kemik yogunlugu gosteren kadin grubunda
daha sik demans belirtileri goriilmiistiir. Dogal menopoza giren kadinlarin menopozdan 5
yi1l kadar sonra bellek bozuklugu gosterme olasiligina karsin, ooforektomi geciren
premenopozal kadinlar, ani ve siddetli estrojen diisiisiine bagli olarak, ameliyattan 2 ay
gibi kisa bir siire sonra estrojen replasman tedavisi ile geri donebilen biligsel islev

bozukluklart gosterirler (96).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Deneylerde Mersin Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden
saglanan 16-24 haftalik 200-300 g agirliginda Wistar albino tiirii erkek ve 16-24 haftalik
185-215 gr agirhiginda Wistar albino tiirii disi sicanlar kullanildi. Caligmalara
baslamadan 6nce Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik kurulundan
onay alindi. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda, % 45-65 nem
oram 22 + 1 °C sabit oda sicakliginda saglanan Mersin Universitesi Deney Hayvanlar

Arastirma Laboratuarinda barindirildi.

3.2 Cerrahi Islem

Sicanlar dekapite edilerek siiratle abdomen agildi. Abdominal aortanin renal artere
dallandigi bolimiine kiiglik bir kesi yapildi. 10 ml heparinize (100 U/mL) 6n
oksijenlenmis ve 1sitilmig Krebs soliisyonu (NaCl 118 mM, KCI 4.8 mM, CaCl, 2.5 mM,
MgSO, 1.2 mM, NaHCO; 25 mM, KH,PO, 1.2 mM, ve glukoz 11mM) ile dolu
siringaya bagli bir polietilen kateter (18 gauge) renal artere yerlestirildi. Daha 6nceden
renal arter ¢evresine yerlestirilmis olan ip (Diadora, Turkey) sikica baglanarak kateterin
sabitlenmesi saglandi. Kateterin yerlestirilmesinden hemen sonra bdbrek kapsiiliiniin
soyulmasi ve bobregin tiimiiyle izolasyonu sirasinda hizlica perfiizyon baslatildi. Bobrek
cevresindeki dokulardan ayrildiktan sonra hizli bir sekilde in-vitro perfiizyon sistemine
yerlestirildi. Bobrek, deney boyunca sabit akim (8 ml/dakika) saglayan bir peristaltik
pompa (Peristar, WPI, Berlin, Almanya) aracilig ile, 1sitilmis (37°C), gazlandirilmis (%
95 O, ve % 5 CO; gaz karisimi ile) Krebs soliisyonu ile devamli perfiize edildi.
Perflizyon basincindaki degisiklikler, perflizyon sistemine bagli bir basing transdusiri
(COMMAT, Ankara Turkey) araciligi ile devamli olarak monitorize edilerek Biopac veri
kayit sistemine (Biopac MP35 systems, Kaliforniya, ABD) kaydedildi. Kullanilan ilaglar

perfiizyon sivisina eklendi veya bdbrege yakin bir yerden perfiizyon hortumuna 0.1 ml
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hacim i¢inde bolus olarak verildi.
3.3 Bobrek Perfiizyon Deneyleri

Izole sican bobregi 37 °C’ye kadar 1sitilmig % 95 O, ve %5 CO; ile devamli
gazlandirilan Krebs soliisyonu ile perfiize edildi. 50 dakika dengelenme donemini
takiben, perfiizyon sivisina 0.5 puM fenilefrin eklenip perflizyon basinci artirildi.
Fenilefrinin  olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi.
Perfiizyon basincindaki degisiklikler, perfiizyon sistemine bagli bir basing transdusiri

araciligi ile devamli olarak monitorize edilerek MP35’e kaydedildi.

3.3.1 Deney Plam

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 ug asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisma 107°, 108, 107, 10°, 10, 10* M 17p-estradiol uygulanarak bu ajanin erkek ve

disi siganlarda bobrek perfiizyon basinci tizerine etkisi arastirildi (n=6).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 ug asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu igeren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisina 10, 3x10® 107, 3x107, 10, 5x10®, 10° M ERa agonisti PPT uygulanarak bu

maddenin erkek siganlarda bobrek perflizyon basinci tizerine etkisi arastirildi (n=5).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uyguland: ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisia 108, 3x10® 107, 3x107, 10, 5x10°°, 10° M ERp agonisti DPN uygulanarak bu

maddenin erkek siganlarda bobrek perfiizyon basinci iizerine etkisi arastirildi (n=5).
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- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu i¢eren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisa 107, 3x107, 10°, 3x10° 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak bu
maddenin erkek ve disi sicanlarda bobrek perfiizyon basinci lizerine etkisi arastirildi
(n=9).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisia 10%, 3x10® 107, 3x107, 10°, 3x10° M ERq, ER inhibitérii ve ayni zamanda
GPERL1 agonisti olan ICI 182780 uygulanarak bu maddenin erkek sigcanlarda bobrek

perflizyon basinci tizerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisina endotelyumu uzaklastirmak i¢in 50mg/L saponin eklendi ve 10 dakika perfiizyon
sonrasinda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon sivisina 10'7, 3X10'7, 10'6,
3x10®, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek sicanlarda bébrek perfiizyon

basinci lizerine etkisi arastirildi (n=6).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 ug asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisina 10° M GPER1 antagonisti G-15 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve iizerine
107, 3x107, 10, 3x10°®, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek sicanlarda

bobrek perfiizyon basinci iizerine etkisi arastirildi (n=5).
- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel

fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 ug asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve

taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon

34



stvisina 5x10° M ROCK inhibitérii Y-27632 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10®, 3x10®, 5x10°® M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perfiizyon basinci tizerine etkisi arastirildi (n=5).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uyguland: ve
taze Krebs soliisyonu i¢eren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisia 10° M p42/44 MAPK inhibitoérii PD98059 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi
ve iizerine 107, 3x107, 10, 3x10®, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perfiizyon basinci {izerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu igeren ortamda 30 dakika dengelenme dénemini takiben perfiizyon
stvisma 10° M p38-MAPK inhibitérii SB203580 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10°, 3x10°, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perflizyon basinci iizerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uyguland: ve
taze Krebs soliisyonu igeren ortamda 30 dakika dengelenme dénemini takiben perfiizyon
stvisina 3x10™® M tirozin kinaz inhibitérii genistein uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi
ve iizerine 107, 3x107, 10, 3x10®, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

sicanlarda bobrek perfiizyon basinci lizerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 ug asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu igeren ortamda 30 dakika dengelenme dénemini takiben perfiizyon
stvisna 10® M PKC inhibitérii GF109203X uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10°, 3x10°, 5x10° M GPERL1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perflizyon basinci tizerine etkisi arastirildi (n=4).
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- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu i¢eren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisina 5x10° M PI3K inhibitorii LY294002 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10®, 3x10°®, 5x10°® M GPERL1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perfiizyon basinci iizerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisia 5x10° M JNK inhibitorii SP600125 uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10°, 3x10°, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perflizyon basinci iizerine etkisi arastirildi (n=4).

- Fenilefrinin olusturdugu vazokonstriksiyon platoya ulastiktan sonra endotel
fonksiyonunu test etmek amaciyla 0.01 pg asetilkolin bolus injeksiyonla uygulandi ve
taze Krebs soliisyonu iceren ortamda 30 dakika dengelenme donemini takiben perfiizyon
stvisina 10 M kalsiyum kanal blokérii nifedipin uygulanarak 45 dakika inkiibe edildi ve
iizerine 107, 3x107, 10®, 3x10®, 5x10° M GPER1 agonisti G-1 uygulanarak erkek

siganlarda bobrek perfiizyon basinci lizerine etkisi arastirildi (n=4).

3.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Tlaclar

17B-estradiol, PD 98059, SP 600125, genistein, fenilefrin hidrokloriir, asetilkolin
Kloriir, dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma (St Louis, MO, ABD); PPT, DPN, ICI 182780,
Y-27632, GF109203X, SB203580, LY294002 Tocris Cookson (Bristol, Birlesik
Krallik); G1, G-15 Calbiochem (Darmsdat, Almanya); ve saponin Fluka (Deisenhofen,
Almanya); ECL (Enhanced chemiluminescence) Plus Kit (Amersham Biosciences,
Freiburg Almanya); GPER1 antikoru ve Sekonder antikor olarak anti-rabit antikoru
Santa Cruz Biotechnonolgy Inc (CA, ABD) firmalarindan alindi.
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3.5 Homojenizasyon ve Protein Miktar Tayini

Bobrek renal arteri, medullas1 ve korteksi ayr1 ayri izole edildi ve her bir doku
tizerine 1000 plt homojenizasyon buffer [lizis tampon: TrisHCI (pH 7.4) 50 mM, NaCl
400 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol (DDT) 1 mM, fenilmetilsiilfonil floriir
(PMSF) 10 uM, 16peptin 10 pg ml/ml, pepstatin 1 pg/ml, benzamidine 1 mM] konuldu
homojenizator yardimi ile homojenize edildi. Homojenizasyon isleminden sonra dokular
10.000 rpm’de 10 dk +4 °C ’de santrifiij edildi. Supernatantin 10’ar pl’si Bradford
yontemi ile protein tayini i¢in kullanildi. Kalan proteinler ise Western-blot yontemi igin

muhafaza edildi.

Asidik coomassie brillant mavisi G-250 boya ¢dzeltisinin proteinlerin asidik ve
bazik gruplan ile etkileserek mavi renk olusturmasi esasina dayanan Bradford yontemi
ile protein miktar tayini yapildi. Sigir serum albumini (1 pg/ml) kullanilarak 3, 5, 7.5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 (ug/ml) konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. 10 ul 6rneklerden
(stipernatantlar) alinarak distile su ile 100 pl’ye tamamlandi. Standart ve Orneklerin
tizerine 1 ml Bradford soliisyonu eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra absorbans
miktarlar1 spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda manuel olarak Olciildii. Prism

programinda ¢izilen standart egriye gore protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.6 Western-blot Analizi

Bobrek dokusundan elde edilen protein karigiminda hedef protein olan GPER1
varligini gostermek amactyla 6zel bir protein-protein hibridizasyon teknigi olan Western-

blotlama yontemi kullanildi.

Oncelikle proteinler, 6rnek tamponu (0.5 M Tris HCI pH 6.8 0.125 M, %10’luk
sodyum dodesil siilfat (SDS) 0.14 M, gliserol % 20, 2-merkaptoetanol 0.2 mM,
bromfenol blue 0.03 mM) ile 1/1 oraninda karistirildiktan sonra 5 dakika kaynatildi.
Kaynatilarak denatiire edilen proteinler 6rnek tamponu icerigindeki SDS yardim ile

negatif ylikle yiiklenir ve hidrofobik etkilesimleri bozularak lineer hale gelirler.
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Tamamen negatif yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda katottan anota dogru hareket
ederler. Esit miktarlarda protein %10’lik sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS-
PAGE) jele yiiklenerek elektroforeze tabi tutuldu. Poliakrilamid jel matriksi farkli
bliylikliikte porlar igerir, bu nedenle protein karisimi jele yiiklenip elektroforez
uygulandiginda; proteinlerin bu kanallardan gegis hizi tamamen biiyiikliiklerine baglidir.
Jelde biiytikliiklerine gore ayrilan ve bantlar olusturan proteinler elektrotransfer teknigi

ile nitroseliloz bir membrana aktarildi.

Membranlar yagsiz siit tozu ve % 2’lik Tween-20 igeren Tris soliisyonu (TBS-T)
ile 1 saat bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin proteinsiz kisimlarinin
spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak protein yapida olan primer antikorun
bir sonraki asamada membrana non-spesifik baglanmasi engellenmis oldu. Bir saatlik bu
bloklama isleminden sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika TBS-T soliisyonu ile
yikandiktan sonra GPER1 (GPR30 (K-19)-R, sc-48524-R Rabbit polyclonal Santa Cruz)
antikoru ile 1:200 diliisyonda bir saat muamele edildi. Boylelikle primer antikor
membrana bagli olan hedef protein GPERL1 ile baglanmis oldu. Bu islem sonrasinda da
membranlar tekrar TBT-T soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase) bagli sekonder
antikoru ile (1:2000 diliisyonda) yine bir saat muamele edildi ve bdylelikle sekonder
antikorun gidip primer GPER1 antikoruna baglanmasi gergeklestirilmis oldu. Bunun
ardindan membranlar tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T igeren soliisyon ile yikandi. Daha
sonra  membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Plus Kit (Amersham
Biosciences, Freiburg Almanya) goriintiileme soliisyonu ile 5 dakika karanlikta muamele

edildikten sonra goriintiilendi.
3. 7 Bulgularin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz GraphPad Prism programi kullanilarak yapildi. Deney
gruplarinda Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel

degerlendirilme icin ANOVA ve Bonferroni post hoc testi ve gerektiginde t testi
kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Erkek Sicanlarda Bobrek Medulla ve Korteks Dokusu ile Renal Arterde GPER1

Protein Ekspresyonu

GPER

Sekil 4.1 Erkek sicanlarda bobrek medulla ve korteks dokusu ile renal arterden elde edilen homojenatlarda
GPER1 protein ekspresyonun Western blot teknigi ile gdsterilmesi.
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4.2 Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yatag Perfiizyon Basmc1 Uzerine 17p-Estradiol’iin
Etkisi

Artan konsantrasyonlarda (10° - 10 M) uygulanan 17p-estradiol, izole erkek
sican bobrek damar yatagi bazal perflizyon basincini konsantrasyon bagimli bir sekilde

artirdi. ECsp degeri 7.2 + 0.2 idi. 10* M 17B-estradiol ile olusturulan maksimum

perfiizyon basinci 46.6 + 6 mmHg idi (Sekil 4.2).

120+
100 —a— 17R-estradiol
80
60

40

Perfiizyon Basinci (mm Hg)

20

0 T T T T T T
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Konsantrasyon [-log M]

Sekil 4.2 17p-Estradiol (10’9, 10'8, 107, 10 10, 10* M)'iin erkek siganlarin bobrek perfiizyon basinci
tizerine etkisi (n=6). Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanilmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4.3 Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yatad Perfiizyon Basma Uzerine ERo. Agonisti
PPT’nin Etkisi

ERa agonisti PPT, bobrek damar yatagi perflizyon basinci lizerinde anlamli bir
artis olusturmadi. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda (10 M) PPT ile indiiklenen
perfiizyon basinci degeri 8.6 = 3 mmHg idi (Sekil 4.3).

120+
1004 —=—PPT
80
60-

40+
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Konsantrasyon [-log M]

Sekil 4.3 ERa agonisti PPT (10°%, 3x10®, 107, 3x10”, 10°®, 3x10®, 10° M)'nin erkek sicanlarin bdbrek
perfiizyon basinci iizerine etkisi (n=5). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
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4.4 Erkek Sicanlarn Bobrek Damar Yatag Perfiizyon Basmer Uzerine ERP Agonisti
DPN’nin Etkisi

Yiiksek konsantrasyonlara (10° M) cikilmasina ragmen ERp agonisti DPN erkek
sicanlardan elde edilen bobreklerin bazal perflizyon basinci iizerinde her hangi bir etki

olusturmadi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 ERB agonisti DPN (10, 3x10%, 107, 3x107, 10, 3x10°®, 10° M) nin erkek siganlarin bobrek

perfiizyon basinci iizerine etkisi (n=5). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
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4.5 Erkek Sicanlarm Bobrek Damar Yatag Perfiizyon Basmma Uzerine GPER1 Agonisti
G1’in Etkisi

Artan konsantrasyonda (107 - 5x10° M) uygulanan GPER1 agonisti G1, erkek
sicanlardan izole edilen bobreklerin bazal perfiizyon basincini konsantrasyona bagimli
bir sekilde artirdi (Sekil 4.5A). En vyiiksek konsantrasyonda (5x10° M) G1, bazal
perfiizyon basincinda yaklasik 94 mmHg’lik bir artis olusturdu. G1’in ¢oziiniirliik
sorunundan dolayi, daha yiiksek konsantrasyonlar test edilemedi. Diger taraftan
perflizyon basinct onceden fenilefrin ile artirildiginda ilging olarak G1, vazodilatasyon

olusturmustur (Sekil 4.5B)
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Sekil 4.5 GPER1 agonisti G1 (107, 3x10”, 10°°, 3x10°, 5x10°® M)'in erkek sicanlarin bobrek perfiizyon
basinci tlizerine etkisi. A. Basal perfiizyon basinci iizerine G1’in etkisi (n=9). Gl, bazal sartlarda
vazokonstriksiyon olusturmustur. B. Fenilefrin (5x10”7 M) ile perfiizyon basinc artirilmis bobrek damar
yatag1 iizerine G1’in etkisi (n=5). Ilging olarak, GI vazokonstriksiyonun hakim oldugu sartlarda
vazodilatasyon yapmustir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test
olarak Bonferroni testi kullanilmustir.\Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4.6 Erkek Sicanlarm Bobrek Damar Yatag Perfiizyon Basma Uzerine ERa ve ERp
Antagonisti, GPER1 Agonisti ICI 182780’nin Etkisi

Artan konsantrasyonda (102 - 3x10°® M) uygulanan ERa ve ERp antagonisti ve
ayrica GPER1 agonisti ICI 182780’nin, erkek siganlardan izole edilen bobreklerin bazal
perfiizyon basmeini belirgin bir sekilde artirdi. En yiiksek konsantrasyonda (3x10° M)
ICl 182780, bazal perfiizyon basincinda yaklasik 123 mmHg’lik bir artis olusturdu
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 ERa ve ERP antagonisti ve ayrica GPER1 agonisti 1CI 182780 (10'8, 3x10® 107, 3x107, 107,

3x10®°, MY)'in erkek siganlarin bobrek perfiizyon basinci tizerine etkisi (n=4). istatistiksel analiz icin tek

yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmugtir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi.
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4.7 Erkek Sicanlarda Bobrek Perfiizyon Basmc1 Uzerine GPER1 Agonisti G1’in ve 17p-
Estradiol’iin Etkilerinin Karsilastirlmas:

Erkek sicanlarda bobrek perfiizyon basinci tizerine GPER1 agonisti G1’in ve non
selektif estrojen reseptor agonisti 17f-estradiol’iin etkileri karsilastirildi. Bobrek
perfiizyon basinci lizerine G1, 17B-estradiole gore daha gilicli bir artis olusturdu.
Konsantrasyon / cevap egrisi 17p-estradiole gore daha dikti. Ozellikle 10 M’dan daha
yiiksek konsantrasyonlarda G1, perfiizyon basincini 17B-estradiole gore belirgin bir
sekilde ytikseltti (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 GPER1 agonisti G1 (107, 3x107, 10, 3x10°°, 5x10°® M)'in ve 17p-Estradiol (10°, 10%, 107, 10°°
107°, 10 MY'iin erkek sicanlarm bébrek perfiizyon basinet iizerine etkisi. Istatistiksel analiz icin tek yonlii
varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak Bonferroni testi kullanimistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi.
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4.8 Endotelyum Uzaklastirnimasmmin Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda Gl ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlara Etkisi

Saponin perfiizyonu ile endotelyumun uzaklastirilmasi Gl ile olusturulan
vazokonstriksiyonu etkilemedi (Sekil 4.8). Diger taraftan saponin 0.01 pg asetilkolin ile

indiiklenen vazodilatasyonu tamamen ortadan kaldird (i¢ sekil).
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Sekil 4.8 Endotelyum uzaklastirilmasinin erkek siganlarin bobrek damar yataginda G1 (107, 3x107, 107,
3x10®, 5x10°® M) ile olusturulan vaskiiler yanitlara etkisi (n=6). istatistiksel analiz i¢in tek ydnlii varyans
analizi ve bunu takiben post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi.
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49 GPER1 Antagonisti G15’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda Gl ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlarmna Etkisi

GPERL1 reseptor blokorii G15, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisini anlamli
bir sekilde baskiladi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 GPERI reseptor blokérii G15’in 6n uygulamasinin (10° M 45 dk) G1 ile olusturulan vaskiiler
yamitlar iizerine etkisi (n=5). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test
olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. **: P < 0.01,

***: P <0.001.
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410 ROCK inhibitorii Y-27632’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda Gl1 ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlarmna Etkisi

ROCK inhibitérii Y-27632, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artigin1 anlaml
bir sekilde inhibe etti (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 ROCK inhibitorii Y-27632’nin 6n uygulamasimin (5x10° M 45 dk) G1 ile olusturulan vaskiiler

yanitlar iizerine etkisi (n=5). Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test

olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. **: P < 0.01,
*** P <0.001.
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4.11 p42/44 MAPK Inhibitorii PD98059’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda G1
ile Olusturulan Vaskiiler Yamtlarina Etkisi

p42/44 MAPK inhibitorii PD98059, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisini
anlamli bir sekilde baskilad1 (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 p42/44 MAPK inhibitdrii PD98059’un 6n uygulamasmim (10° M 45 dk) Gl ile olusturulan
vaskiiler yanitlar iizerine etkisi (n=4). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben
post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.

* P <0.05 **: P <0.01, ***: P <0.001.
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4.12 p38 MAPK inhibitorii SB 203580’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda G1
ile Olusturulan Vaskiiler Yamtlarina Etkisi

p38-MAPK inhibitérii SB 203580, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisini
anlamli bir sekilde baskiladi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 p38 MAPK inhibitérii SB 203580’in 6n uygulamasmm (10° M 45 dk) G1 ile olusturulan
vaskiiler yanitlar iizerine etkisi (n=4). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post
hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

* P <0.05, **: P<0.01, ***: P <0.001.
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4.13 Tirozin Kinaz Inhibitorii Genistein’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda
G1 ile Olusturulan Vaskiiler Yamtlarina Etkisi

Tirozin kinaz inhibitérii genistein, G1 ile olusturulan perflizyon basing artisini
anlamli bir sekilde inhibe etti (Sekil 4.13). Diger inhibitorlerden farkli olarak genistein

inkiibasyonundan sonra bazal perflizyon basinci yaklasik 13 mmHg artt1.
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Sekil 4.13 Tirozin kinaz inhibitorii genistein’nin 6n uygulamasiun (10° M 45 dk) G1 ile olusturulan
vaskiiler yanitlar iizerine etkisi (n=4). Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post
hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. **: P <
0.01, ***: P < 0.001.
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4.14 PKC Inhibitorii GF109203X’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda G1 ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlarmna Etkisi

PKC inhibitorii GF109203X, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisini anlamli
bir sekilde baskiladi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 PKC inhibitérii GF109203X’in 6n uygulamasinin (3x10° M 45 dk) G1 ile olusturulan vaskiiler
yamitlar iizerine etKisi (n=4). Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test
olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. *: P < 0.05,

**: P <0.01, ***: P <0.001.
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4.15 PI3K Inhibitérii LY294002’in Erkek Sicanlarm Bobrek Damar Yataginda Gl ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlarma Etkisi

PI3K inhibitori LY294002, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisin1 etkilemedi
(Sekil 4.15). LY294002’nin segilen konsantrasyonu (5x10° M) literatiirde PI3K

enzimini etkili bir sekilde inhibe etmek i¢in kullanilan konsantrasyondur.
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Sekil 4.15 PI3K inhibit6rii LY294002°nin 6n uygulamasimn (5x10° M 45 dk) Gl ile olusturulan vaskiiler
yanitlar iizerine etkisi (n=4). Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test
olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4.16 JNK inhibitorii SP600125’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda Gl ile
Olusturulan Vaskiiler Yamtlarmna Etkisi

JNK inhibit6rii SP600125, G1 ile olusturulan perfiizyon basing artisini etkilemedi
(Sekil 4.16). LY294002’nin segilen konsantrasyonu (5x10° M) literatiirde JNK enzimini

etkili bir sekilde inhibe etmek i¢in kullanilan konsantrasyondur.

120+
1004 —mw— G1
—— G1+ SP600125

80

60

Perfiizyon Basinci (mm Hg)

204

0 T T T T T T T T 1
-7.25 -7.00 -6.75 -6.50 -6.25 -6.00 -5.75 -5.50 -5.25 -5.00

Konsantrasyon [-log M]

Sekil 4.16 JNK inhibitorii SP600125’in 6n uygulamasinin (5x10° M 45 dk) G1 ile olusturulan vaskiiler
yamitlar iizerine etkisi etkisi (n=4). Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post
hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4.17 Kalsiyum Kanal Blokérii Nifedipin’in Erkek Sicanlarin Bobrek Damar Yataginda
G1 ile Olusturulan Vaskiiler Yamtlarina Etkisi

GPERI1 reseptorlerinin kalsiyum kanallari ile iliskili olabilecegi bildirildigi i¢in G1
ile olusturulan vazokonstriksiyonda nifedipinin etkisini test ettik. Nifedipin, G1 ile

indiiklenen vaskiiler yanitlar1 dramatik bir sekilde inhibe etti (Sekil 4.17).

120+

1004 —=—G1
—0— G1+ Nifedipin

o]
o
1

Perfiizyon Basinci (mm Hg)
H (o))
? T

20

*

*

0 g T T T T T T T 1
-7.25 -7.00 -6.75 -6.50 -6.25 -6.00 -5.75 -5.50 -5.25 -5.00

Konsantrasyon [-log M]

Sekil 4.17 Kalsiyum kanal blokérii nifedipin’in 6n uygulamasmm (10° M 45 dk) Gl ile olusturulan
vaskiiler yanitlar iizerine etkisi (n=4). Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post
hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
*P<0.05***: P <0.001.
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4.18 Erkek Sicanlarda Bobrek Perfiizyon Basme1 Uzerine GPER1 Agonisti G1’in ve ICI
182780’nin Etkilerinin Karsilastiriimasi

Selektif GPER1 agonisti olarak bilinen G1 ile klasik estrojen reseptor blokorii
olan ve ayni zamanda GPER1 reseptorlerini de aktive ettigi bilinen ICI 182780 nin
bobrek perfiizyon basinci iizerine etkileri karsilastirildi. Ilging olarak 1CI1 182780,
G1’den daha belirgin vazokonstriksiyon olusturdu (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Selektif GPER1 agonisti olarak bilinen G1 (107, 3x107, 10°, 3x10°®, 5x10° M)'in ve klasik
estrojen reseptor blokorii olan ve ayni zamanda GPER1 reseptorlerini de aktive ettigi bilinen ICI 182780
(10'8, 3X10'8, 10'7, 3X10’7, 10’6, 3x10° M)’1n erkek siganlarin bobrek perfiizyon basinci iizerine etkisi.

Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak Bonferroni testi
kullanilmustir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. *: P < 0.05, **: P <0.01, ***: P < 0.001.
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4.19 Disi Sicanlarin Bobrek Damar Yatag Perfiizyon Basmc1 Uzerine 17p-Estradiol’iin
Etkisi

Artan konsantrasyonlarda (10 - 10* M) uygulanan 17p-estradiol, izole disi sican

bobrek damar yatagi bazal perfiizyon basincini etkilemedi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 17p-Estradiol (10'9, 108 107, 10° 10%, 10* M)'iin disi siganlarin bdbrek perfiizyon basinci
iizerine etkisi (n=4). istatistiksel analiz igin tek y&nlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak
Bonferroni testi kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4.20 Disi Sicanlarda Bobrek Perfiizyon Basmer Uzerine GPER1 Agonisti G1’in ve 17p-
Estradiol’iin Etkilerinin Karsilastirlmas:

Disi sicanlarda bobrek perfiizyon basinci tizerine GPER1 agonisti G1’in ve 17f3-
estradiol’tin etkileri karsilagtirildi. G1, 17B-estradioliin aksine disi siganlarin bobrek

perfiizyon basincini belirgin bir sekilde artirdi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 GPER1 agonisti G1 (107, 3x10, 10, 3x10°®, 5x10°° MY'in ve 17p-Estradiol (10°, 10 107,
10°, 10°, 10* M)'iin disi sicanlarin bobrek perfiizyon basinci iizerine etkisi. Istatistiksel analiz igin tek

yOnlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test olarak Bonferroni testi kullanilmustir. Veriler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi.
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4.21 Erkek ve Disi Sicanlarda Bobrek Perfiizyon Basmnc1 Uzerine GPER1 Agonisti G1’in
Etkilerinin Karsilastiriimasi

Erkek ve disi sicanlarda bobrek perfiizyon basinct {izerine GPER1 agonisti G1’in
etkileri karsilastirildi. Sekil 4.21°de goriildiigi gibi G1, erkek siganlarda elde edilen
bobreklerin perflizyon basincini disilerden elde edilenlere gore daha fazla artirdi.
Kullanilan en yiiksek konsantrasyonda (SXIO'6 M) G1, erkek bobreginde 94 + 7 mmHg

basing artist olustururken, disi bobreginde 68 + 8 mmHg basing artigi olusturdu.
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Sekil 4.21GPER1 agonisti G1 (107, 3x107, 10°®, 3x10®, 5x10°® M)'in erkek ve disi siganlarm bobrek
perfiizyon basinci iizerine etkisi. Istatistiksel analiz igin tek ynlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc
test olarak Bonferroni testi kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. ***: P <
0.001.
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422 Erkek ve Disi Sicanlarda Bobrek Perfiizyon Basmer Uzerine 17p-Estradiol’iin
Etkilerinin Karsilastirilmasi

Erkek ve disi siganlarda bobrek perfiizyon basinci lizerine 17B-estradioliin etkileri
karsilastirildi. Sekil 4.22°de goriildiigli gibi 17B-estradiol, erkek siganlarda elde edilen
bobreklerin perfiizyon basincint disilerden elde edilenlere gore daha fazla artirdi.
Kullanilan en yiiksek konsantrasyonda (10 M) 17p-estradiol, erkek bébreginde 47 + 6
mmHg basing artis1 olustururken, disi bobreginde 7 = 1 mmHg basing artis1 olusturdu
(P <0.001).
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Sekil 4.22 17p-Estradiol (10, 10%, 107, 10 10°°, 10™ M)'iin erkek ve disi siganlarin bobrek perfiizyon
basimct {izerine etkisi. Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ve bunu takiben post hoc test
olarak Bonferroni testi kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. *: P < 0.05,

**%: P <0.001.
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5. TARTISMA

Bu caligmanin en 6nemli bulgulari: 1) G proteini ile kenetli estrojen reseptor 1
(GPER1) agonisti olan G1’in izole perfiize sican bdobrek damar yatagi perfiizyon
basincini artirmast 2) G1’in etkinliginin disi ve erkek siganlarda farkli olmasi 3) Ana
estrojenik hormon olan 17B-estradioliin disilerden degil fakat erkek si¢anlardan elde
edilen bobreklerde perfiizyon basincinmi yiikseltmesi 4) Klasik estrojen reseptdr (ERa ve
ERp) blokérii olan ve ayni zamanda GPERI1 reseptorleri de aktive ettigi bildirilen ICI
182780’nin bobrek perflizyon basincini belirgin olarak artirmasi 5) Klasik estrojen
reseptor agonistleri olan PPT ve DPN’nin bdbrek perfiizyon basincini etkilememesi 6)
G1 ile olusturulan vazoaktivitenin PI3K ve JNK degil fakat ROCK, PKC, p42/44
MAPK, p38 MAPK, tirozin kinaz ve kalsiyum kanallar1 gibi pek ¢ok sinyallerle iliskili
olmasi 7) Son olarak bobrek dokusunun hem arterinde hem de medulla ve korteksinde

GPERL1 ekspresyonunun gosterilmesidir.

Bizim bulgularimiza zit olarak GPER1 agonisti G1’in mezenterik (26), karotid
(27), koroner arter (28) ve aortada (29) vazodilator etki yaptigi gosterilmistir. G1’e farkli
cevaplarin alinmis olmasi doku, cinsiyet ve deney sartlarinin farkliligina bagl olabilir.
Gl’in vazokonstriktor yanitlar1 GPER1 spesifik gibi goriinmektedir ¢iinkii GPERI
blokorii G15, G1’in meydana getirdigi vazokonstriktor yanitlart anlamli olarak inhibe
etti. Broughton ve ark. sigan Kkarotid arterinin endotel tabakasinin saponin ile
uzaklastirtlmasinin = G1’e baghh vazodilatasyon cevaplarmi ortadan kaldirdigini
gostermislerdir (27). Ancak bizim ¢alismamizda bobrek perfiizyon yatagindaki endotel
tabakasinin saponin ile uzaklastirilmasi, G1 ile olusturulan vazokonstriksiyon cevaplarini

degistirmedi.

Diger taraftan sirasiyla ERo ve ERp olarak bilinen PPT ve DPN bu ¢alismada
bobrek damar yatagi bazal perfiizyon basinci iizerine herhangi bir etki yapmamustir. Bu
bulgular, s6z konusu klasik estrojen reseptdrlerinin perflizyon basincinin kontroliinde rol
oynamadiklarint gostermektedir. Ancak 6n kastirilmis domiz koroner arterlerinde her iki

ajanin da endotelyuma bagimli bir sekilde vazodilatasyon yaptiklari bildirilmistir (97).
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Bu bulgular ERa ve ERp reseptorlerinin sigan bobrek perfiizyon basincinin estrojen ile

olan diizenlenmesinde katki saglamadigini gosterebilir.

Yakin zamana kadar, estrojenlerin vaskiiler etkisine sadece klasik estrojen
reseptorlerinin (ERa ve ERP) aracilik ettigi bilinmekteydi. ilging olarak ERa ve ERp
blokaji veya bu reseptorlerin ortadan kaldirilmasi, kardiyovaskiiler sistemde estrojen
cevaplarini ortadan kaldirmamistir (98,99). Bu durum, estrojenin bilinen reseptorleri
disinda  farkli bir reseptoriiniin - kardiyovaskiiler sistemde etkili olabilecegini
diisiindiirebilir. Son birka¢ yil i¢inde yapilan ¢aligmalar G proteini ile kenetli reseptor-1
(GPER1 veya GPR30) varhigim1 gostermistir (21). Estrojen bu reseptor araciligiyla
transkripsiyon ve protein sentezi olmadan hizli non-genomik etkiler olusturur (100,101).
Ancak sican koroner vaskiiler endotel hiicre kiiltiirlerinde yaptigimiz bir ¢alismada
GPERI1 reseptorlerinin genom diizeyinde gen transkripsiyonu yaparak ROCK-2 enzim
up-regiilasyonuna neden oldugunu gosterdik (Yayinlanmamis veri). GPER1’in
olusturdugu etkilere genellikle enzimatik yollar ve iyon kanallar1 aracilik edebilir.
Bundan dolay1 bu ¢alismada biz kalsiyum kanalari ve protein kinazlar {izerine etkili
farmakolojik ajanlar kullandik. G1’in olusurdugu perfiizyon basinci artigini Rho-kinaz
inhibitori (Y-27632), p42/44 MAPK inhibitori (PD 98059), p38 MAPK inhibitorii (SB
203580), protein kinaz C inhibitorii (GF 109203X) ve tirozin kinaz inhibitorii (genistein)
inhibe etti ancak jun-kinaz inhibitorii (SP 600125) ve PI3K inhibitori (LY 294002),
G1’in olusturdugu perfiizyon artisini etkilemedi. Bu sonuglar, GPER1 sinyal yolaginin
Rho-kinaz, p42/44 MAPK, p38 MAPK, protein kinaz C, tirozin kinaz gibi enzimlerle
iliskili olabilecegini gosterir. G1’in non-genomik etkilerine enzim ve iyon kanallarinin
aracilik ettigini gosteren ¢aligmalarla (102) bizim sonuglarimiz uyumlu goériilmektedir.
G1’in olusturdugu perfiizyon basinci artigint kalsiyum kanal blokorii nifedipinin inhibe
ettigini gozledik. Nilsson ve ark. yaptigi caligmada agonist stimiilasyonu sonrasi
meydana gelen sitozolik Ca** konsantrasyonundaki artisin GPER aracili meydana
geldigini gostermislerdir (103). Sitozolik Ca®* konsantrasyonudaki artis, PKC aracili
degil ama epidermal biiylime faktor reseptorii aktivasyonu araciligiyla goriilmektedir
(65). Ancak bizim ¢alismamizda G1’in olusurdugu perfiizyon basinci artisini protein
kinaz C inhibitorii, GF109203X inhibe etti ve bundan dolay1 G1’in olusurdugu

perfiizyon basincina artigi protein kinaz C aracilik edebilir.
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Estrojenin o6zellikle nitrik oksit iiretiminin ve salgilanmasinin artmasina Yol
acarak vazodilatasyona neden oldugu kabul edilmektedir (104-107). Estrojen, ayni
zamanda damar diiz kas hiicre proliferasyonu ve inflamasyonunu inhibe eder (107) ve
kolesterol seviyelerini diistirerek aterosklerotik lezyonlar1 azaltir (108,109). Vacca ve
ark. yaptiklart caligmalarinda akut intravenéz 17f-estradiol uygulamasinin disi
domuzlarda bdbrek, mezenterik, iliyak ve koroner arter kan akiminda artisa neden
oldugu gosterilmistir (110). Ayrica, in vivo ¢alismalarda normotansif ve hipertansif
siganlarda G1’in akut intravendz enjeksiyonunun ortalama arter basincimi azalttig:
gosterilmistir (27,28). Sonu¢ olarak, GPER aktivasyonu kardiyovaskiiler sistemi
koruyucu olarak kabul edilmektedir (85). Ancak bu c¢alismamizda 17p-estradiol ve
GPER agonistleri G1 ve ICI 182780, bobrek perflizyon basincini arttirdi. Bu farkli etki
cinsiyet, tiir ve deney sartlarinin farkliligina bagl olabilir. Erkek ve disi siganlar arasinda
G1 ve 17B-estradiol yanitlarinda anlamli bir fark bulundu. Bu nedenle cinsiyet farkliligi,
bu sonuglar1 agiklayabilir. Ayrica deneysel prosediir farkliligi baska bir neden olarak
kabul edilebilir. Ornegin, G1 ve 17 B-estradiol uygulanarak vazodilatasyon gosterilmis
caligmalarin pek ¢ogunda disi hayvanlar kullanilmistir (81). Ayrica birgok ¢alismada
asetilkolin gibi vazodilator ajanlarin etkileri iizerine genellikle 17p-estradioliin etkisi
incelenmistir. Bizim ¢alismamizda dogrudan estrojenik ajanlarin disi ve erkek siganlarin
bobrek perfiizyon basinct iizerine etkileri test edilmistir. Ote yandan, biz deneylerde izole
renal arter segmenti degil kiiciik resistans damarlar1 da iceren bobregin biitiin damar
yatagin1 kullandik ve bundan dolay:r elde ettigimiz sonuglar farkli olabilir. G1’in
olusturdugu renal vazokonstriiksiyonu agiklayabilmek icin daha detayli caligmalara
ihtiyag vardir. Ornegin, G1 etkisi altinda muhtemel iiretilen ve salgilanan endojen
mediatorlerin bilinmesi gerekmektedir. Estrojenik bilesikler olan 17B-estradiol ve G1’in
renal vazokonstriksiyon yapmasi estrojenlerin sodyum retansiyonuna neden olabilecegi
ile uyumlu goriinmektedir. Lokal renin-anjiyotensin sisteminin &zellikle de
anjiyotensinin tiibiiler sodyum ve su emilimi, bobrek kan akimi ve glomeriiler filtrasyon

hiz1 gibi temel olaylarda etkinligi goriinmektedir (111,112).
Son olarak, epidermal biiylime faktorii (EGFR) ile GPERI1 arasindaki iligki

arastirilldiginda, EGFR blokorii AG-1478 belirgin olarak G1 vazokonstriksiyonunu

inhibe etmistir. Olasilikla GPER1 aktivasyonu matriks metaloproteinazlar: aktive ederek
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heparin bagli EGF’nin (HB-EGF) ekstraselliiler bosluga saliverilmesine ve dolayisiyla
plazma membranindaki EGF reseptorlerine baglanmasina neden olur. EGFR’nin

aktivasyonu da ERK kaskad1 tlizerinden otokrin / parakrin etkilesmeye onciiliik edebilir
(113,114).

Diger taraftan, perfiizyon basinct bir vazokonstriktdr ajanla (fenilefrin) artirilmis
bobreklerde G1’in vazodilatasyon yapmasi, damar tonusunun, vazoaktif ajanlara olan
yanit1 degistirebilecegini gostermektedir. Terapotik acidan bakildiginda boyle bir dual
etki olusturan ajanlarin 6zellikle sok gibi durumlarda faydali olabilecegi goriinmektedir.
Boyle bir ajanin vazokonstriksiyonun hakim oldugu durumda vazodilatasyon,
vazodilatasyonun hakim oldugu durumlarda ise vazokonstriksiyon yapmasi, kan basinct

ve doku perflizyonunun etkili bir sekilde saglanmasina olanak verebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak G1, 17B-estradiol ve ICI 182780 siganlarda bobrek bazal perfiizyon
basincini arttirdi. G1 ile olusan vazokonstriksiyon GPERI1 aktivasyonu araciliiyla
olmaktadir. Ciinkii selektif GPER1 blokorii G15, Gl ile olusturulan perflizyon
basincindaki artis1 inhibe etmistir. G1’in meydana getirdigi vazokonstriksiyon kalsiyum
kanalini, Rho-kinaz1, p42/44 MAPK, p38 MAPK, protein kinaz C’i ve tirozin kinazi
icerirken jun-kinaz ve PI3K’1 igermeyebilir (Sekil 6.1). Ayrica, G1 perfiizyon basinci

onceden artirilmis bobreklerde ise vazodilatasyona neden olmaktadir.

Lokal faktorlerden ozellikle, renin-anjiyotensin sistemi ve prostaglandinin rolii
aragtirilmak tizere kalmistir. Ayrica G1’in olusturdugu renal vazokonstriiksiyon
dakikalar i¢cinde meydana gelmektedir ve olasilikla non-genomik bir etki olabilir. Hiicre
membranini gegemeyen G1 eger elde edilebilirse kullanilmasi gerekir. Son olarak, G1,
17B-estradiol ve ICI 182780’nin vazokonstriktor etkisi ozellikle erkek bobreklerinde
meydana gelmektedir. Yeni bir ¢alisma planlanarak, overektomi yapilmis disi sicanlarda

estrojenik hormonlarin rolii aragtirilabilir.
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Sekil 6.1 G1 ile olusan bobrek vazokonstriksiyonun olast mekanizmalari. GPER reseptorii muhtemelen
endoplazmik retikulum {izerinde bulunmakta ve G-proteini ile iligkilidir. G-proteini aracili sinyal yolu
kalsiyum kanalimi, Rho-kinazi, p42/44 MAPK, p38 MAPK, protein kinaz C’i ve tirozin kinazi
igermektedir.
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